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RECHERCHES IMMUNOCHIMIQUES 
SUR LE VIBRION CHOLERIQUE 


IV. — ESSAIS DE PURIFICATION 
DE LA SUBSTANCE HYPOTHERMISANTE 
DE LA TOXINE CHOLERIQUE (*) 


par Prerre GRABAR et Jean GALLUT. 


(Institut Pasteur. Service de Chimie microbienne 
ef Laboratoires des Instituts Pasteur coloniauz.) 


L’étude de la toxine cholérique que nous avons entreprise pré- 
cédemment par les méthodes physiques et chimiques nous a per- 
mis de mettre en évidence l’existence de deux constituants toxi- 
ques de nature et de pouvoir pathogéne différents [4, 2, 3]. 

Rappelons les principaux caractéres de ces deux substances, 
tels que nous les avons indiqués dans la conclusion de notre der- 
nier mémoire [4] : 

La premiére est ]’endotoxine cholérique classique : elle est de 
nature glucidolipidique (g.1.), ses dimensions sont supérieu- 
res 4 80 — 100 my; elle est neutralisable par les sérums anti-g. 1. 
et antitoxine totale, et a un effet pathogéne congestionnant ; 

La seconde est de nature probablement protidique ; ses dimen- 
sions sont inférieures 4 4 my, elle n’est pas neutralisée par les 
sérums anti-g. ]., ni antitoxine totale, elle a un effet pathogéne 
hypothermisant. 

C’est ]’étude de cette substance hypothermisante que nous pour- 


suivons ICl. 


(*) Association des Microbiologistes de Langue Frangaise, séance du 
8 juin 1944. 
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1° Dimension DE LA MoLEcULE. — L’ultrafiltration fractionnée 
nous ayant permis d’obtenir une toxine privée de g. ]. nous avons 
cherché par la méme méthode a préciser la limite inférieure de 
la filtration de la seconde substance toxique en utilisant des mem- 
branes encore moins poreuses que celles de nos précédents essais 
2 R=10 mp). Un échantillon de toxine (29 heures) est filtré 
d’abord sur une membrane de 2 R = 220 my qui retient la totalité 
du g. J]. Ce premier ultrafiltrat est filtré & nouveau sur une mem- 
brane de cellophane qui posséde un diamétre moyen des pores (2 R) 
de 3 my environ. L’ultrafiltrat 220 my, injecté a des souris les tue 
régulicrement aux doses et avec les phénoménes d’hypothermie 
que nous avons précédemment décrits. Le deuxiéme ultrafiltnat 
(cellophane) est également hypothermisant, quoique moins toxi- 
que car il s’est produit une adsorption notable sur la membrane 
de cellophane, ainsi que le prouve la toxicité des eaux de lavage 
de la face supérieure du filtre. 

Il y a donc passage d’une partie de la substance hypothermi- 
sante a travers la cellophane ce qui indique une molécule de dimen- 
sions certainement inférieures a celles des molécules des pro- 
téides les plus petits : l’ovalbumine, par exemple, est retenue par 
une membrane de 2 R = 5,5 —6 my. [5]. 


2° Pouvorr aNTIGENIQUE. — Trois lapins ont élé injectés par 
vole intraveieuse avec Vultrafiltrat (2 R = 220 my) d’une toxine 
d’age convenable (40 heures). Ces lapins, qui ont recu chacun cing 
doses croissantes de 1 c. c. a 5 c. c. réparties sur vingt jours (soit 
au total trois 4 cing doses mortelles pour la souris), ont été saignés 
dix jours aprés la derniére injection. Le sérum de chacun de ces 
trois lapins était doué de. propriétés précipitantes vis-a-vis de 
Pultrafiltrat luirméme, ainsi que vis-a-vis de la toxine brute et a 
un moindre degré vis-a-vis du g. 1. cholérique. Le tableau I ci- 
aprés schématise les résultats de ces précipitations directes et 
croisées. 

TaBLEAu I. 


SERUM 


anti-toxine SERUM SERUM 


totale anti-e. |. anti-UF 


Toxine totale a 
G. 1. du vibrion cholérique . . . i 
Ultrafiltrat (2R = 220 my). ’ rm sae 


Le fait que le g. 1. du vibrion cholérique (extrait par CCl, 
COOH, dialysé et purifié) précipite par le sérum des lapins injec- 
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lés avec l’ultnafiltrat de 2 R = 220 my, c’est-a-dire avec la toxine 
privée du g. l., semble indiquer que les préparations de ¢. 1, con- 


. . 5 
tiennent des substances (protéides ?) présentes dans l’ultrafiltrat 


de 2 R = 220 mp. 

D’autre part, les sérums_ anti-ultrafiltrat, pas plus que les 
sérums antitoxine totale déja essayés, n’avaient montré des pro- 
priétés neutralisantes vis-a-vis de la substance hypothermisante. 
On peut done se demander si cette substance est bien un antigéne 
ou un antigéne trop faible pour que les animaux aient pu réagir 
aux quantités injectées. Les précipitations observées avec les 
sérums anti-ultrafiltrat seraient dans ce cas dues aux protéides 
bactériens atoxiques contenus dans l’ultrafiltrat. 


3° FRACTIONNEMENT CHIMIQUE DE LA TOXINE. — Les réactions chi- 
miques de lultrafiltrat déja signalées nous avaient conduits a 
envisager la nature protidique de la fraction hypothermisante, 
aussi avons-nous cherché tout d’abord a isoler les protéides de 
la toxine. 

On sait que les « exotoxines » bactériennes peuvent étre extrai- 
tes par précipitation a l’acide trichloracétique [6] 4 pH = 3 a 3,5 
environ sans subir de dénaturation appréciable, 4 condition d’opé- 
rer A basse température. Nous avons appliqué cette technique a 
la toxine cholérique : malgré toutes les précautions prises, les pré- 
cipités obtenus étaient aloxiques, 4 moins qu’ils ne fussent souillés 
par du g. 1. adsorbé en dépit des lavages répétés. Quant aux pré- 
cipités a pH 3,5 des ultrafiltrats ne contenant pas de g. |., leur 
toxicité était trés inconstante. 

La précipitation par l’acide acétique au point isoélectrique 
nous a conduits de méme a isoler des ultrafiltrats un protéide pré- 
cipitant 4 pH 4,10. Ce protéide s’est montré également atoxique. 

Par contre, l’ultrafiltrat de 2 R = 220 my de la toxine brute 
(débarrassée ou non de ses protéides par CC1,COOH a pH 38) pré- 
cipite par le tungstate de Na, et ce précipité, comme nous ]avons 
déja signalé [4], contient la substance hypothermisante. 

Signalons enfin que Vultrafiltrat (2 R = 220 my) chauffé cing 
minutes A 100° précipite spontanément ; le surnageant précipite 
encore par le tungstate de Na, mais ces deux précipités sont ]’un 
et l'autre atoxiques. 


4° NOUVELLE TECHNIQUE D’ EXTRACTION DE LA SUBSTANCE HYPOTHER- 
MISANTE. — La précipitation par le tungstate de Na a pH 38, dont 
nous avons déja signalé l’intérét lorsqu’on opére sur une toxine 
déja privée du g. 1. par ultrafiltration, présente par contre dans le 
cas de la toxine brute l’inconvénient d’un entrainement du g. |., 
qu’il est presque impossible d’éviter méme en multipliant les la- 
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vages. Nous avons donc eu recours 4 une technique de préci- 
pitation différente : 

La toxine brute dont le pH normal est voisin de 5,6 est addition- 
née d’ammoniaque (solution au 1/5) jusqu’a précipitation. Celle-ci 
a lieu vers pH = 8,6. Le précipité est lavé avec du CO;Na, 
N/100 a plusieurs reprises jusqu’a ce que le surnageant ne préci- 
pite plus avec du sérum anti-g. 1. ; le précipité est alors repris 
dans de l’eau amenée par HCl N/10 au pH 3,5, pour lequel la 
dissolution est totale. La solution est le plus souvent teintée en 
rose (présence d’indol). Elle ne précipite pas par le tungstate de 
_Na. Injectée aux souris, elle produit (aux mémes doses que |’ultra- 
filtrat de 2 R = 220 my) leur mort en vingl-quatre 4 quarante-huit 
heures avec les symptomes déja décrits (hypothermie rapide, con- 
sidérable et prolongée ; aucun signe congestif 4 l’autopsie). 


NATURE DU PRECIPITE OBTENU EN MILIEU ALCALIN. — Le précipité 
obtenu par la technique ci-dessus en traitant 100 c. c. de toxine par 
Vammoniaque a pH 8,6, lavé plusieurs fois 4 l’eau bidistillée puis 
séché a 100°, fournit un extrait sec de 32,5 mg. Aprés calcination, 
il reste 18,6 mg. de cendres soit 57 p. 100. Nous avons pu, par 
précipitation par le réactif sulfoazotomolybdique et par l’oxalate 
d’ammonium, constater qu'il s’agissait de phosphate de calcium. 

D’autre part, le dosage de l’azote total pratiqué sur divers 
échantillons précipités par l’ammoniaque et lavés nous a donné 
des chiffres variant de 1 4 3,8 p. 100. Il s’agit done d’une adsorp- 
tion de la substance toxique hypothermisante azotée sur un préci- 
pité de phosphate de calcium bactérien. Cette adsorption est vrai- 
semblablement élective au pH considéré ; inversement, nous avons 
pu obtenir une élution partielle de la substance toxique au pH 5,8 
qui est, rappelons-le, celui de la toxine brute. 

Nous avons déja signalé que la substance hypothermisante 
n’était obtenue réguliérement par ultrafiltration qu’avec des toxi- 
nes agées de vingt-quatre 4 quarante heures, |’ultrafiltrat des toxi- 
nes de quatre heures étant rarement toxique. La technique de pré- 
cipitation ammoniacale nous a montré de méme qu’un précipité 
de toxine de quatre heures est peu toxique, celui d’une toxine de 
quarante heures l’est davantage, optimum s’établissant vers la 
vingt-sixiéme heure. Indiquons encore l’influence de la peptone en- 
trant dans la préparation de la gélose sur laquelle sont récoltés les 
vibrions producteurs de Ja toxine : la peptone Chapoteaut nous a 
donné de meilleurs résultats que la peptone Vaillant, mais la pep- 
tone UCLAF semble encore préférable. 


Purirication. — L’excés de phosphate de calcium dans les pré- 
cipités ammoniacaux nous a conduits 4 en poursuivre Ja purifica- 
tion. 
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Pour le faire, nous avons utilisé la précipitation par l’alcool. : 
la solution & pH 3,5 est additionnée d’un égal volume d’alcool, a 
96° et de la quantité d’acétate de Na suffisante pour amener la pré- 
cipitation. Le précipité est redissout dans lau bidistillée a 
pH 5,8. Ce précipité alcoolique est pondéralement trés inférieur 
au précipité ammoniacal, par contre sa teneur en azote total est 
presque doublée. 

La dose mortelle pour une souris de 15 g. de la substance 
hypothermisante évaluée en N total ressort done en moyenne a : 


Ultrafiltrat (2R = 220 mu) .... . 2 mg. (excés de protéides et de substances 
azotées atoxiques). 

Précipité ammoniacal ....... 0,43 mg. 

Précipité alcoolique ........ 0,08 mg. 


Cependant, les essais de purification ultérieure par précipita- 
lions alcooliques répétées ne nous ont pas permis d’obtenir de 
meilleurs résultats : la toxicité non seulement n’augmente pas, 
mais encore s’atténue et la teneur en N du précipité s’abaisse plus 
vite que ne diminue |’extrait sec. Le tableau II indique les chiffres 
obtenus. 

TABLEAU II. 


ESSAIS 
sur souris 


PREPARATION 


NUMERO DE L'ESSAI 
MILLIGRAMMES 
dextrait sec 

par centimétre cube 
MILLIGRAMME 

a’'N 

par centlimétre cube 

POURCENTAGE 


Hypothermie (1) 
Mortalité (2) 


Précipité par NH,OH 
a pH 8,6 lavé deux fois. 


Aprés la premiére précipitation 
par l’alcool. 


++ | ++ 


++ | ++ 


Aprés la deuxiéme précipitation 
par l’alcool. 


-- 


Aprés la troisiéme précipilation » 
par l’alcool. D 0,55 | 0,014 | 2,5 ob 


(4) +, signifie hypothermie marquée, mais passagére ; ++, signifie hypothermic pro- 
gressive jusqu’a la mort. : awit 
(2) La Fraction indique par son dénominateur le nombre de souris injectées et par son 


numérateur le chiffre des morts. 


En dépit des pertes de substance hypothermisante occasionnées 
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par la répétition des précipitations alcooliques, nous croyons que 
l'emploi de l’aleool pour la premiére précipitation peut étre re- 
tenu. sete 

Pour pouvoir poursuivre ces essais de purification, il faudrait 
partir de quantités trés importantes de toxine, ce qui dans les 
circonstances actuelles n’est malheureusement pas réalisable. Mais 
les résultats déja acquis nous permettent de discuter les faits 
suivants : la substance hypothermisante peut traverser des mem- 
branes en cellophane, elle semble dépourvue de la propriété anti- 
eéne (A moins que les quantités que nous avons pu injecter a des 
lapins n’aient été trop faibles), elle n’est pas précipitée par l’acide 
trichloracétique et elle n’est plus précipitée par le tungstate aprés 
purification. Ces données plaideraient contre sa nature protéidi- 
que. I] n’est done pas impossible que ce soit une molécule rela- 
tivement petite, thermolabile et plus ou moins facilement entrai- 
nable par diverses précipitations : précipités protidiques par 
Vacide trichloracétique et le tungstate et précipité de phosphate 
de calcium en milieu alcalin. 
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RECHERCHES SUR LES NUCLEOPROTEIDES 
DES MICRO-ORGANISMES 


Ill. — SUR LES CONSTITUANTS COLLOIDAUX 
CEDES PAR LA LEVURE VIVANTE AU MILIEU AMBIANT (’) 


par R. VENDRELY et R. SARCIRON. 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches.) 


Ayant pour préoccupation ]’étude des conditions d’isolement 
des nucléoprotéides et des acides nucléiques a partir des levures, 
nous avons soumis ces organismes a des traitements variés en les 
tuant rapidement ou méme en les laissant vivants. On trouve en 
effet dans la littérature l’affirmation qu’il est possible, a partir de 
la Jevure en vie, par simple contact avec une solution faiblement 
bicarbonatée, d’extraire de l’acide zymonucléique libre qui serait 
un constituant essentiel des corpuscules métachromatiques, mais 
qui ne jouerait cependant pas un rdle fondamental dans la physio- 
logie cellulaire puisque l’organisme vivant pourrait en étre privé 
presque totalement sans perdre sa vitalité [4]. Etant donné ce 
que l’on sait de importance de |’élément nucléique dans le méta- 
bolisme cellulaire, importance en rapport avec |’hypothése ré- 
cente [2] que Vacide nucléique cytoplasmique interviendrait néces- 
sairement dans la synthése des protéines, il nous a paru un peu 
surprenant qu’il soit possible de priver un organisme d’une quan- 
tité notable de cet acide sans nuire aucunement a son développe- 
ment. Sur cette intéressante question il nous a été donné d’obte- 
nir quelques résultats que nous pensons utile de rapporter dans 
cette note. 

Nous rendrons seulement compte aujourd’hui d’essais portant 
sur la Jevure vivante, nous réservant de revenir ultérieurement 
sur les résultats obtenus en traitant par des réactifs divers et dans 
des conditions variables dés organismes tués. 

Nous nous sommes inspirés pour cette partie de notre travail 
de la technique utilisée par Delaporte et qui consiste 4 traiter 
les levures par une solution faiblement bicarbonatée a 0,02 p. 100 
dont l’alealinité trés faible (pH 7,6) n’altére pas sensiblement la 


(*) Association des Microbiologistes de Langue Francaise, séance du 
4 mai 1944. 
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vitalité des levures, ainsi que nous avons pu le vérifier par numé- 
ration des germes a la culture. 

De la levure de boulangerie pressée est mise en suspension dans 
quatre fois son poids d’eau bicarbonatée a 0,02 p. 100 et laissée 
en contact pendant deux heures a la température du laboratoire 
en agitant fréquemment. Les germes sont ensuite séparés par cen- 
trifugation et remis en suspension dans les mémes conditions que 
précédemment et pour une durée égale dans une nouvelle quantité 
d’eau bicarbonatée. Nous obtenons finalement un liquide total 
légérement jaune et opalescent qui est filtré sur filtre Seitz avant 
d’étre concentré par chauffage au bain-marie bouillant, sous vide 
partiel, au 1/10° ou au 1/20° de son volume. Nous avons vérifié 
qu’au cours de ce chauffage modéré, il ne se séparait pas d’impu- 
retés protéiques, et que méme le chauffage a 100° de notre liqueur 
d’extraction n’amenait aucune précipitation. 

La solution concentrée obtenue est 4 nouveau filtrée sur filtre 
Seitz et additionnée de son volume d’alcool a 95° contenant 
2 p. 100 d’acide chlorhydrique. La liqueur se trouble nettement et 
un fin précipité pulvérulent se sépare progressivement. Ce préci- 
pité est séparé par centrifugation, purifié a deux reprises par 
redissolution dans une solution diluée de soude suivie de repréci- 
pitation par l’alcoo] chlorhydrique, puis finalement lavé trois fois 
i Valcoo] & 95° et deux fois a |’éther. 

Le produit obtenu, séché dans le vide sulfurique, est une pou- 
dre blanche qui, au contact de l’eau, se gonfle et donne une gelée 
visqueuse colloidale, particularité qui n’est pas présentée usuelle- 
ment par l’acide nucléique. 

Des lots de levures de boulangerie, de provenance différente, 
nous ont fourni des produits dont l’analyse a donné en moyenne : 


RENDEMENT BASES SUCRES 
pour 100 g. puriques exprimés 
de matiére fraiche q en glucose 


80 p. 100 


Nous avons ensuite vérifié que la substance ainsi isolée n’ était 
pas une impureté due au milieu de culture industriel. 

C’est ainsi que de la levure de boulangerie a été lavée une fois 
avec 5 volumes d’eau distillée. Aprés centrifugation elle a été 
traitée comme précédemment et a fourni, avec un moindre rende- 
ment i] est vrai, la substance habituelle. 

De plus, 4 partir des eaux de lavage traitées par l’alcool chlor- 
hydrique, nous avons séparé également un produit donnant des 
résultats semblables. ; 
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Enfin une récolte effectuée en culture pure sur gélose au malt 
et dont les cellules ont été lavées a deux reprises par contact 
rapide avec environ huit fois leur volume d’eau distillée, nous a 
fourni par la technique précédente un échantillon qui a donné a 
lanalyse un méme résultat. 

A partir de tous ces produits nous avons vérifié que la teneur 
en mati¢res minérales était trés faible : 2 43 p. 100. 

Le caractére glucidique de ces substances a été en outre nette- 
ment mis en évidence par la réaction de Molisch qui s’est montrée 
positive et par |’obtention facile d’une osazone. Nous avons pu 
voir enfin qu’il ne s’agissait pas de glycogéne, la réaction a l’iode 
étant négative. 

Notons ici a titre comparatif les résultats analytiques suivants 
obtenus 4 partir d’un hapténe de levure (préparé par Ja technique 
a acide trichloracétique et purifié par dialyse) [8]. 


SUCRES 
N > BASES PURIQUES exprimés 
en glucose 


2,8 p. 100 63 p. 100 


Toutes nos conclusions nous orientant vers la nature polysaccha- 
ridique de la substance isolée, nous en avons poursuivi l'étude 
sérologiquement. 

Le sérum de lapin immunisé avec une suspension de levure pré- 
cipite Vhapténe de levures. Ce sérum précipite également trés net- 
tement les produits extraits de Ja levure par la technique au 
bicarbonate et précipite aussi les eaux de lavage de ces levures. 

Le sérum de lapin immunisé avec un échantillon de notre pro- 
duit ne donne pas de précipité dans les mémes conditions. 

Nous en déduisons que dans tous les cas nous sommes en pré- 
sence de cet hapténe polysaccharidique qui se montre plus ou moins 
spécifique de chaque type de levure, hapténe qui a des propriétés 
acidiques, précipite par l’alcool en milieu acide tout comme 
Vacide nucléique, mais nos préparations ne nous ont jamais mon- 
tré aucune trace décelable de cet acide. 

Lorsque l’on traite la levure plus brutalement (par la soude 
diluée par exemple) en vue d’extraire |’acide zymonucléique, le 
produit obtenu se montre lui aussi sérologiquement actif, ce qui 
prouve qu’il est souillé d’une certaine proportion d’hapténe. I! 
est fort probable que c’est a Ja présence d’un semblable hapténe 
que les acides commerciaux doivent de s’éloigner de la valeur 
théorique en N et P. 

En résumé, par traitement faiblement alcalin laissant la levure 
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vivante, nous ne mettons pas en évidence une sortie notable d’acide 
nucléique, mais par contre il est possible d’isoler une substance 
polysaccharidique, identifiable sérologiquement avec |’hapténe de 
cet organisme, ce qui somme tdute semble tout naturel, ce consti- 
tuant n’étant pas endocellulaire, mais semblant étre présent a la 
surface méme de la cellule. Ces résultats sont confirmés encore 
par le fait qu’aprés traitement bicarbonaté les levures conser- 
vent pratiquement leur teneur initiale en acide nucléique. 
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MODE DE DIVISION 
DU BACILLE PARATUBERCULEUX DE LA FLEOLE (’) 


par J. BRETEY et J. BROWAEYS. 


(Institut Pasteur. Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose.) 


Dans une communication antérieure (1), nous avons montré 
comment la formation d’un voile extrémement mince peut étre 
facilement obtenue pour le bacille paratuberculeux de la fléole sur 
le milieu de Sauton. L’existence d’un film a l’interface air-milieu, 
l’absence de mouvement brownien et de tout déplacement récipro- 
que entre les éléments les uns par rapport aux autres, constituent 
un ensemble d’avantages particuliérement intéressants pour |’ étude 
des phénoménes de division des bacilles acido-résistants. Les mi- 
lieux solides employés pour la culture sont hétérogénes et diffrac- 
tent les rayons lumineux, ce qui les rend inutilisables pour |’obser- 
vation au fond noir. La nécessité de recourir aux milieux liquides 
entraine des conditions techniques spéciales. 


Tecunioue. — Le voile fin était obtenu en ensemencant 1 milli- 
métre carré environ de voile ordinaire sur un ballon nettoyé par 
la technique habituelle pour l’étude des couches monomolécu- 
laires. Le fragment a étudier était prélevé quinze heures plus tard. 
La cellule d’observation utilisée est représentée en coupe sur la 
figure 1. Les éléments de verre qui la composent sont collés au 
lut de du Noyer. Elle est ensuite lavée tres longuement a leau 
courante puis stérilisée par flambage rapide juste avant |’emploi. 
Elle se compose essentiellement d’une chambre limitée en bas et 
en haut par deux Jamelles. L’inférieure porte un fragment de verre 
rodé de 1 millim. 20 d’épaisseur. La lamelle supérieure de recou- 
vrement repose sur les parois latérales composées d’une premiére 
assise de verre de 1 mm. 45 d’épaisseur sur laquelle se trouve une 
deuxiéme assise qui n’a que |’épaisseur d’une lamelle et qui est 
disposée en retrait sur la précédente. On évite ainsi que le milieu 


(*) Association des Microbiologistes de Langue Frangaise, séance du 
8 juin 1944. 

(1) J. Brerey et J. Browarys. C. R. Soc. Biol., 22 avril 1944 ; Ass. 
Micr. L. F., ces Annales, 1944, 70. 
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nutritif vienne, par capillarité, au contact de la lamelle de recou- 
vrement. Celle-ci a été recouverte, au préalable, d’une couche de 
collodion. Quand elle est séche, la pellicule est arrachée avant la 
mise en place, ce qui laisse une surface parfaitement propre sur 
laquelle les gouttelettes de rosée peuvent s’étendre indéfiniment 
sans géner ]/observation. Le fragment de voile est prélevé au 
moyen du verre rodé tenu avec une pince. Il est disposé dans la 
cellule contenant une quantité convenable de milieu de Sauton. A 
la surface de celui-ci, dont on régle le niveau a la pipette, vient 
flotter la partie libre du voile. L’autre partie repose sur le verre 
et le milieu l’imbibe par capillarité. Le tout est fermé par la 
lamelle de recouvrement que |’on lute a la paraffine. Toutes les 
opérations d’ensemencement de la chambre humide sont faites 
dans la piéce-étuve réglée a 38° qui sert aux observations. Nous 
avons utilisé la lumicre d’une lampe de microscopie a ampoule 
a filament dont le rayonnement était filtré par deux cuves succes- 
sives de liquide absorbant. La premiére contenait, sous 5 cm. 


‘\ 
’ VOILE 


d’épaisseur, une solution de sel de Mohr pour arréter les rayons 
infra-rouges. L’autre contenait, sous 1,05 cm. d’épaisseur, une 
solution de Naegel diluée a5 p. 100. Cette solution laisse passer 
surtout la bande spectrale comprise entre 580 my et 530 my. dont 
Vaction est peu nocive sur les microbes vivants. 

Le microscope était muni d’un condensateur a fond noir Bausch 
et Lomb, de 1,45 mm. 4 1,60 mm. de distance frontale. L’observa- . 
tion était faite 4 un grossissement de 600 (objectif a sec 40 et ocu- 
laire 15). Les photographies étaient prises avec le méme objectif 
et avec le phokou de Zeiss modifié de fagon a travailler non avec 
des plaques, mais avec du film de cinéma. Leur grossissement ini- 
tial était de 248. 

Plusieurs expériences ont été faites en photographiant toute la 
journée, 4 la cadence de quinze ou trente minutes, la méme région 
du voile. On obtient ainsi des séries de photographies qui permettent 
de suivre la croissance de quelques éléments bien isolés. Les figu- 
res de la planche montrent ]’évolution d’une partie (1/25° envi- 
ron de la surface totale) d’une telle série de photographies. Elles 
correspondent & une durée d’observation de 7 h. 3/4. On remarque 
que les derniéres sont moins nettes que les premiéres. Nous 
attribuons cette perturbation, que nous avons rencontrée dans 
chaque expérience, non 4 des conditions d’éclairage ou de photo- 
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graphie, mais 4 une modification de la surface avoisinant les bacil- 
les, en rapport avee le film que nous avons décrit. 

Immédiatement aprés la prise de la derniére photographic, la 
lamelle de recouvrement a été enlevée et la cellule vidée avec 
beaucoup de précautions, aprés repérage soigneux de la région 
observée. Le voile s’est alors échoué sur la lamelle, sans que 
les éléments aient modifié leurs rapports réciproques. La prépara- 
tion a été laissée pendant la nuit a |’étuve A 56° puis fixée a chaud 
a 80° environ, et enfin a l’alecool. Ces divers temps ont été rendus. 
fort délicats en raison de la teneur du milieu en glycérine. Finale- 
ment la préparation a été collodionnée pour mieux maintenir les 
éléments. La coloration a été faite par la méthode de Ziehl-Neel- 
sen, cependant la décoloration a été trés écourtée, car avec une 
durée normale, tous les éléments du voile auraient été complete- 
ment décolorés. 

La croissance s’effectue sans interruption pendant toute la 
durée des expériences. C’est ainsi que le bacille marqué 1 se 
divise rapidement dés la premiére demi-heure, puis s’allonge len- 
tement pendant deux heures et demie. I] émet un nouveau pro- 
longement & ce moment. D’une facon générale, tous les bacilles. 
se sont divisés. Ils s’allongent et augmentent de volume pendant 
deux heures et demie a trois en moyenne. La nouvelle division se 
fait alors. A la fin des huit heures d’observation, le bacille 1, unique 
au début, a donné naissance a sept éléments. Le bacille marqué 
2 a mis plus de temps a se diviser. A la fin des expériences il 
ne comptait que trois éléments. Le groupe 38, en pince de homard, 
ne comptait au début des expériences, que cing bacilles. Sur la 
préparation colorée on en compte seize. La division s’effectue en 
général par division tranversale. Nous reviendrons plus bas sur 
ce point. Nous n’avons fait aucune observation qui vienne a l’ap- 
pui des constatations de Morton Kahn et Torrey (2). Sans doute 
Ja souche n’est-elle pas la méme, mais il est probable qu’il n’existe 
pas de différence aussi essenticlle dans le comportement de micro- 
bes acido-résistants qui ont beaucoup d’analogie. I] n’y a, en 
tout cas, aucune apparence de cycle évolutif du bacille de la 
fléole. Les bacilles restent le plus souvent attachés les uns aux 
autres par leur extrémité, sans doute en raison de Ja cohérence 
du film qui les maintient. Cependant certains éléments ont une 
tendance a se juxtaposer et ceci est sans doute la phase tout a 
fait initiale de la formation d’une travée. 

L’observation de la préparation colorée montre qu’il y a une 
certaine rétraction, sans doute due a la fixation : il y a par endroits 
des cassures. Mais celles-ci sont trés localisées et dans leurs inter- 
valles, les rapports des bacilles entre eux n’ont pas été changés 


(2) Morton Kaun et Torrey. Am. Rev. Tub., 1928, 18, 815. 
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notablement, comme le montre la figure 13 que l’on doit compa- 
rer a la figure 12. Cette photographie a été obtenue en lumiére 
verte presque monochromatique, en sorte que les éléments sont 
d’autant plus foncés qu’ils sont plus colorés en rouge et plus 
clairs qu’ils sont davantage colorés en bleu. 

Les bacilles paraissent beaucoup plus petits qu’au fond noir. 
Ceci tient pour une part a Villusion optique qui fait paraitre plus 
grand un objet blanc sur fond noir que noir sur fond blanc, pour 
une part aussi au fait qu’un léger halo est inévitable, car il est dt 
a la diffusion de la lumiére dans la couche de |’émulsion photo- 
graphique. Mais il semble bien aussi que ce soit la partie interne 
du bacille qui prenne seule le colorant et non sa membrane. Sur 
la préparation colorée, les bacilles sont en effet nettement sépa- 
rés les uns des autres ; ce qui montre bien qu'il y a entre deux 
bacilles quelque chose, sans doute la membrane, qui ne se colore 
pas. Or, c’est a la surface externe de Ja membrane que se produit 
la réflexion des rayons lumineux dans |’éclairage du fond noir. 
L’existence de la membrane du bacille tuberculeux est d’ailleurs 
bien objectivée par les photographies faites au microscope électro- 
nique (3). 

En ce qui concerne les rapports entre }/age des bacilles et leur 
acido-résistance, il est difficile de se faire une opinion simple. Il 
est certain qu’un voile jeune de quinze heures, comme l’est celui 
que nous avons étudié, est, dans son ensemble, beaucoup moins 
acido-résistant qu’un voile plus 4gé : si nous n’avions pas beau- 
coup réduit la durée de décoloration, tous les bacilles, A peu de 
chose prés, auraient été colorés en bleu et non en rouge. Mais 
examen des éléments isolés montre qu’il est impossible de dire 
qu’une cellule est la fille de telle autre. Dans certains cas, il, sem- 
ble bien y avoir scissiparité vraie telle qu’on la connait pour les 
autres microbes, c’est-a-dire qu’une cellule-mére, en se divisant, 
donne deux cellules-filles égales entre elles par la taille et par 
la coloration. On a Vimpression, d’autres fois (c’est le cas par 
exemple pour |’élément supérieur du groupe 1 a partir de trois 
heures et demie), qu’il y a une sorte de bourgeonnement et que 
la cellule-fille, dans ce cas, est non seulement plus petite, mais 
aussi nettement moins acido-résistante que la cellule-mére. On 
sait que les bacilles acido-résistants ont toujours été classés trés 
prés des champignons. Si les formes filamenteuses qu’on a décri- 
tes n’appanaissent que chez certaines souches un peu atypiques 
du groupe, il est possible que les souches plus caractéristiques 
arent pu conserver un comportement trés voisin. La coloration de 
Ziehl-Neelsen constitue done pour les bacilles acido-résistants un 
réactif tés nuancé qui permet de mettre en évidence les diffé- 


(3) Lempxe et Ruska. Klin. Woch., 1940, 49, 217. 
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rences de densité ou de composition chimique entre les proto- 
plasmes de deux cellules nées d’une division. 

Enfin la comparaison des deux photos faites a ]’état vivant et 
aprés coloration, montre qu’on ne peut pas, d’aprés |’aspect d’un 
bacille au fond noir, préjuger de sa capacité ou non Aa résister a 
la décoloration. I] y a des éléments trés réfringents qui sont for- 
lement acido-résistants, mais |’inverse est vrai également. 

Nous ne nous dissimulons pas que cette étude est encore trés 
imparfaite. L’enregistrement cinématographique de la division 
apporterait certainement des éléments nouveaux et intéressants. I] 
est probable aussi que le microscope a contraste de phase permet- 
trait de différencier a ]/état vivant les éléments acido-résistants de 
ceux qui ne le sont pas. Ce point serait particuliérement impor- 
tant, car i] serait facile d’isoler ensuite, par micro-manipulation, 
de ces éléments pour voir s’ils présentent des différences d’’action 
biologique. 

En résumé, la technique que nous indiquons nous a permis de 
suivre le développement d’un voile du bacille de la fléole et de le 
colorer aprés avoir observé son mode de multiplication. Celle-ci 
parait se faire par scissiparité vraie et par bourgeonnement si 
Von entend par la que, dans le premier cas, les deux cellules- 
filles ont les mémes propriétés, alors que dans le second elles 
different par Ja taille et par leur colorabilité. Aucun des faits que 
nous avons observés n’est venu a ]’appui de l’existence d’un cycle 
évolutif. Si les voiles jeunes, et par conséquent les bacilles jeunes 
ont dans ]’ensemble une moindre acido-résistance que ceux plus 
dgés, il y a néanmoins des éléments qui, peu apres leur individua- 
lisation, sont plus acido-résistants que d’autres qui proviennent de 
divisions plus anciennes. I} est impossible, par l’examen au fond 
noir, de savoir si un bacille sera ou non acido-résistant aprés la 
coloration. 


PRECISIONS 
SUR L’INACTIVATION DES BACTERIOPHAGES 
PAR LES RAYONS ULTRAVIOLETS 


par Raymonp LATARJET et Roserr WAHL. 


L’irradiation des bactériophages avec les rayons X (Holweck, 
Lacassagne, Luria, Wollman) a montré que la radio-inactivation 
résulte d’un seul « choc », c’est-a-dire, probablement, d’une réac- 
tion portant sur une seule molécule [4, 9]. Etant donné le proces- 
sus d’absorption de ces rayons (ionisations et activations satelli- 
tes), le choc représente alors un quantum énergélique assez élevé, 
d’environ 33,5 e. V. Cette énergie « suffisante » est peut-étre trés 
supérieure a l’énergie juste « nécessaire » pour inactiver le phage. 
La connaissance de celle-ci serait susceptible d’éclairer la nature 
méme de l’inactivation. Afin d’approcher de plus prés cette 
valeur, il convient de déterminer la courbe d’inactivation avec une 
radiation ultraviolette dont l’absorption s’effectue par quanta 
plus faibles, de 445 e. V. (1). 


Dispositif expérimental. — Nous utilisons la radiation }, 2537 A isolée 
du rayonnement total d’une lampe A vapeur de mercure Gallois & 
basse pression, par un filtre Schott U. G. 5. L’intensité de cette radia- 
tion, mesurée au niveau de la préparation, est maintenue constante A 
une valeur de 6 ergs par millimétre carré et par seconde, ou, pour 
l’étude des faibles doses, de 1,5 ergs par millimétre carré et par 
seconde. 

Le lysat bactériophagique (C,, ou S,,) est dilué dans l’eau bidistillée 
de maniére 4 donner quelques centaines de plages par goutte en pré- 
sence de la bactérie sensible (b. dysentérique Flexner, souche Y 6 R). La 
suspension finale est irradiée en boite de Petri, l’épaisseur du liquide 
étant de 2 mm. Aprés irradiation, la teneur du liquide en bactério- 
phage actif est déterminée par la méthode classique : dépét sur gélose, 
en boite de Petri, de I goutte de la suspension irradiée + II gouttes 
d’une suspension concentrée de la bactérie sensible ; étalement (deux 
boites par échantillon), incubation 4 37° puis numération des plages. 
Des boites témoin non irradiées donnent le nombre initial No des indi- 
vidus mis en expérience ; la moyenne des plages de chaque couple de 
boites fournit le nombre des individus restés intacts et, par différence 
avec No, le nombre N des individus inactivés. On construit alors la 
« courbe d’inactivation » donnant le taux d’inactivation N/No en fonc- 


(1) Une recherche de ce genre a déja été effectuée par l’un de nous 
sur une bactérie et sur une levure (5). 
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tion de la dose incidente de rayonnement (ergs par millimétre carré). 
Les numérations ont porté sur un total de 11.000 plages pour §,, et 
de 24.600 plages pour C,,. Les interventions parasites éventuelles du 
rayonnement visible ou d’un échauffement ont été soigneusement évi- 
tées ; en particulier S,,, sensible a la lumiére, a été manipulé sous 
une lumiére rouge peu intense. 


Résurtats. — Le tableau suivant reproduit la moyenne de nos 


100 200 300 400 ergs/mm2 | 


Courbes d'inactivation des phages Cyg et Sy3 par la radiation 2537 A. 
En pointillé : arrét de la multiplication du bacille dysentérique Y6R. 


expériences sur les deux bactériophages antidysentériques C,, et 
S,,;. ¢ représente |’écart standard de probabilité. 


Sur la figure sont portées, en coordonnées semi-logarithmiques 


? 
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les deux courbes d’inactivation. Nous leur avons adjoint la courbe 
relative a l’arrét de la multiplication du bacille Y 6R provoqué par 
le méme rayonnement [5]. . 

1° Les courbes des deux phages sont exponentielles ; dans les 
deux cas, l’inactivation est donc produite par un seul photon 
U..Vade): 
Elle résulte d’une réaction, probablement monomoléculaire, qui 
requiert ici une énergie au plus égale 4 5 e. V., soit 2,10—” 
calorie, soit encore pour une molécule gramme, 120 ke calories. 
Cette limite supérieure peut vraisemblablement étre abaissée a 


90 k. calories (, 3130 A), seuil, d’efficacité des radiations U. V. [2]. 
Ainsi certaines réactions irréversibles peuvent étre produites dans 
les édifices nucléo-protéidiques au prix d’une énergie faible, trés 
inférieure au quantum d’action des radiations ionisantes. Ce résul- 
tat, récemment envisagé par l’un de nous dans le cas des bactéries 
et des levures [6], confirme celui qui fut déja obtenu dans certaines 
mutations [8]. La valeur précédente fournira peut-étre une indi- 
cation sur la nature de la réaction primaire responsable de |’inac- 
tivation. 

2° I] est admis [4, 2, 3, 7] que la sensibilité des bactériophages 
aux rayons U. V. de courte longueur d’onde varie dans le sens 
de leur taille et qu’elle est du méme ordre (on précise méme 
un peu plus faible) que celle de la bactérie correspondante. Nos 
résultats confirment le premier point, C,., le plus gros, étant 
trois fois plus sensible que S,,. Quant au second, nous voyons qu’il 
n'y a pas de régle générale, puisqu’en l’occurrence, les deux 
phages sont six et deux fois plus sensibles que la bactérie. La 
grande sensibilité de ces phages aux rayons U. V. présente d’ail- 
leur un contraste frappant avec leur grande résistance aux 
rayons X, ainsi qu’en témoigne le tableau suivant : 


Dose produisant 50 p. 100 de lésions. 


RAyons U,V. RAYONS X 


36 ergs/mm? 30 000 r (4,9) ordre de grandeur. 
402 ergs/mm? 150 000 r (9) ordre de grandeur. 
225 ergs/mm? (3)| 3.300 r (3) ordre de grandeur. 


(2) La courbe du bacille correspond & cinq photons (25 e. V.). La 
zone bactérienne sensible qui gouverne la multiplication différe donc 
profondément du bactériophage, contrairement A l’opinion émise par 
certains auteurs. Notons, en passant, qu’avec les rayons X, on obtient 
dans les trois cas une exponentielle, le quantum 33,5 e. V. étant suffi- 
sant. On voit que les rayons U. V. permettent une arate se plus précise 
des phénoménes, 
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3° Le rapport des sensibilités C,,/S,, aux U. V. est égal a 3, 
tandis que le rapport des volumes est de l’ordre de 30 (en pre- 
nant pour diamétres C,, = 60 my, S,;, = 20 mp). Cette différence 
peut étre interprétée de deux facons : 

a) Les deux phages présentent des structures chimiques nette- 
ment différentes. 

b) Si, au contraire, on admet que les deux phages ont des cons- 
titutions suffisamment voisines pour entrainer les mémes coeffi- 
cients d’absorption et les mémes réactions primaires, il en résulte 
que le volume sensible différe notablement du volume total — du 
moins pour le plus gros, C,,. Ce fait prouve, au moins pour C,,, 
une hétérogénéité de constitution qui empéche de le considérer 
comme une macromolécule a structure réguli¢re pseudocristalline. 

De toutes maniéres, C,, ne peut pas étre considéré comme un 
« agrandissement » de S,,. 
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SUR LES PROPRIETES ANTIVENIMEUSES DU SERUM 
DE VIPERA ASPIS (’) 


par Paut BOQUET. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


Le sang de Ja vipére commune de France est toxique [C. Phisa- 
lix et G. Bertrand (1)], mais les accidents qu’il produit different 
des symptémes de l’envenimation. Cette distinction est fondée sur 
les faits suivants que nous avons exposés en détail dans une pré- 
cédente note (2). 

Le venin de Vipera aspis est thermostable ; il coagule le sang, 
et renferme un enzyme phosphatidasique capable de transformer 
la lécithine en lysocithine hémolytique. Au contraire, le sérum du 
méme anima] est dépourvu de toute activité coagulante, et il 
exerce directement son action hémolytique sur les globules rou- 
ges, sans l’intervention de lécithine étrangére. La toxicité du 
sérum de la vipére est abolie a 58° [C. Phisalix et G. Ber- 
trand (3)]. Le facteur hémolytique est inactivé 4 cette tempéra- 
ture, mais, selon G. Mazetti (4), il serait réactivable par ]’addi- 
tion d’une trace de sérum frais de serpent, ce qui permettrait de 
assimiler aux hémolysines naturelles. Enfin, la toxicité du sérum 
de la vipére n’est pas modifiée par le sérum antivenimeux de 
V. aspis [P. Boquet (2)]. 

A vrai dire, la présence dans le sang des Ophidiens de facteurs 
nocifs pour d’autres animaux n’a rien de surprenant. On sait, en 
effet, que le sérum normal de maintes espéces est toxique pour 
d'autres. Le sérum de beeuf, par exemple, provoque chez le lapin 
de la nécrose, des altérations rénales et, parfois, des lésions hépa- 
tiques. Les accidents produits par le sérum d’anguille rappellent 
d’assez prés le tableau clinique de l’intoxication par le sérum des 
serpents. Mais il est curieux de constater qu’en dépit de sa noci- 


(*) Association des Microbiologistes de Langue Frangaise. Séance du 
8 juin 1944, 


(1) C. R. Soc. Biol., 1898, 45, 997 et 1894, 46, 747. 


(2) Association des Microbiologistes de Langue Francaise. Séance du 
4 novembre 1943. 


(3) C. R. Soc. Biol., 1895, 47, 751. 
(4) Zeitschr. Immunititsf., 1914, 48, 132. 
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vilé, le sérum de la vipére posséde des propriétés neutralisantes 
trés marquées a l’égard du venin homologue. 

Dés 1781, Fontana (5) constatait, en effet, que les vipéres sup- 
portent, sans présenter aucun trouble, des quantités considérables 
de venin provenant d’animaux de la méme espéce. Pareillement 
C. Phisalix, seul ou en collaboration avec G. Bertrand (6), puis 
C.-H. Kellaway (7) ont observé l’action antivenimeuse du sérum 
des serpents. Les expériences que nous poursuivons apportent 
quelques précisions sur cette immunité. 

Il faut injecter sous la peau 100 mg. de venin homologue pour 
tuer la vipére, soit environ 8 doses mortelles pour un lapin de 
2.000 g. éprouvé par la voie sous-cutanée, alors que 1 mg. de 
venin de cobra (Naja tripudians), soit une dose mortelle et demie 
pour le lapin, la tue en quelques heures. 

Le sérum de la vipére, privé de sa toxicité par le chauffage a 
58°, neutralise le venin homologue aussi activement que les meil- 
leurs sérums spécifiques thérapeutiques obtenus en hyperimmuni- 
sant des chevaux pendant plusieurs mois. I] posséde aussi un 
léger pouvoir neutralisant comparable a celui de |’immunsérum 
équin antivipérin (V. aspis), a ’égard des venins des autres Vipé- 
ridés (Bitis arietans, Cerastes cornutus, Vipera russellii et Bothrops- 
atror). Par contre, il est sans effet aux doses usuelles sur le 
venin de Cobra, que l’immunsérum antivipérin ne neutralise pas 
davantage dans les mémes conditions. 

Nous résumons ci-dessous le protocole d’une de nos expé- 
riences. 


Des mélanges de cing doses mortelles de venin de V. aspis, de Bitis, 
de Cerastes, de Daboia, de Bothrops et de Cobra, et de quantités varia- 
bles de sérum de vipére ou de sérum antivenimeux thérapeutique, sont 
placés pendant 30 minutes & 37°, puis injectés dans la cavité péritonéale 
de souris de 18 A 20 g. Chaque mélange est éprouvé sur trois souris. 
Les résultats obtenus sont groupés dans le tableau de la page suivante. 


Il apparait done que les facteurs antitoxiques naturels du sérum 
de la vipére ont la méme spécificité que les anticorps des animaux 
hyperimmunisés. Ainsi l’immunité de la vipére contre son propre 
venin présente d’étroites relations avec le pouvoir antitoxique de 
son sang (8). 

Nous avons constaté que le facteur antivenimeux du sang de la 
vipére, qui résiste au chauffage 4 58°, est altéré comme les anti- 


(5) Traité du Venin de Vipére, Florence, 1781. 

(6) C. R. Soc. Biol., 1895, 47, 751 ; 1903, 55, 1082. 

(7) Bull. Johns Hopkins Hosp., 1937, 60, 159. 

(8) Un échantillon de sérum de Couleuvre, essayé dans les mémes 
conditions que le sérum de Vipére, n’a neutralisé ni le venin de 
V. aspis, ni celui de N. tripudians. 
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Toxicité comparée des mélanges « venin +sérum de vipére » et 


« venin+sérum équin th 


souris. 


VENINS DE 


EVOSPISer. 


ya COTMLULUS sine 


V. vussellit . 


Bitis arietans. 


Bothrops atrox . 


Naja tripudians. 


* 


LORSQUE LA DOSE DE SERUM DE VIPER 
dans les mélanges est de 


érapeutique (Sérum ER) » pour la 


LORSQUE LA DOSE DE SERUM 
ANTIVENIMEUX ER 
est de 


1 c.c., les souris 


.|Survivent (1). 


.|Meurent avec 4h. 


de retard sur les 
témoins. 


.|2 meurent avec 


5 h. de retard 
sur les témoins. 
4 survit. 


.|Meurent avec 5 b. 


de retard sur les 
témoins. 


Meurent avec 5 h. 
de retard sur les 
témoins. 


Meurent en méine 
temps que les 
témoins. 


2c.c., les souris 


Meurent avec 8 h. 
de retard sur les 
témoins. 


Survivent. 


Meurent avec 9h 
de retard sur les 
témoins. 


Meurent avec 12h. 
de retard sur les 
témoins. 


Meurent en méme 
temps que les 
témoins. 


1 c.c., les souris 


Survivent. 


2c.c., les souris 


Meurent avec 9 h. 
de retard sur les | 
témoins. 


Survivent. 


Meurent avec 3 h. 
de retard sur les 
témoins. 


Meurent avec 9 h. 
de retard sur les 
témoins. 


Meurent en méme 
temps que les té- 
moins. 


(1) Les échantillons de sérum de Vipera aspis que nous avons titrés neutralisent 1 mg. de venin 
homologue respectivement aux doses de 0,2 c¢.c., 0,3 c.c. et 0,5 c.c. 


corps des immunsérums, a la température de 70-75°. En outre, lors- 
qu’on additionne le sérum de Ja vipére de sulfate d’ammonium a 
demi-saturation, on obtient, comme avec le sérum thérapeutique 
antivenimeux, un précipité de globulines qui, redissous, dialysé et 
rechloruré, contient ]’antitoxine. 

Un antigéne soluble se combine avec |’anticorps correspon- 
dant pour donner naissance & un complexe antigéne-anticorps 
généralement insoluble. Exceptionnellement cependant, ce com- 
plexe est soluble [A. Boivin et Y. Lehoult (9)]. Ce point étant 
acquis, la question se posait de savoir si les mélanges de venin et 
de sérum de vipére précipitent comme les mélanges de venin et 
de sérum antivenimeux. I] n’en est rien. La combinaison neutre 
de sérum de vipére et de venin ne précipite pas. Au contraire les 
mélanges de sérum de vipére et de sérum antivenimeux thérapeu- 
tique (anti-V. aspis) et les mélanges, en proportions définies, d’an- 


(9) C. R. Soc. Biol., 1943, 137, 410. 


SERUM DE VIPERA ASPIS 343 


usérum de vipére et de venin, s’opacifient et parfois floculent, ce 
qui démontre qu’en dehors de |’antitoxine capable de neutraliser le 
venin homologue sans précipiter, le sérum de vipére contient tres 
vraisemblablement des composés antigéniques banaux, non toxi-- 
ques, communs au sérum et a la sécrétion venimeuse du reptile 
(P. Boquet) (10). 

Par quel mécanisme les serpents élaborent-ils ces anticorps ? 
Dans l'état actuel de nos connaissances, il apparait que la pro- 
duction de l’antitoxine du sérum de la vipére est comparable a 
celle de l’antitoxine des porteurs de germes microbiens (G. Ra- 
mon) et qu'elle reléve d’un apport méconnu d’antigéne. 

Il est, en effet, vraisemblable que le principe neutralisant du 
sérum de la vipére résulte de ]’intervention du venin. Deux con- 
ditions sont nécessaires au développement de ce principe. La 
premiére est que le venin entre en contact avec les éléments sus- 
ceptibles de produire des anticorps ; la seconde, qu’il se comporte 
comme un antigéne dans l’organisme méme ot il a été sécrété. 

On peut supposer qu’une petite fraction du venin est résorbée 
au cours de son élaboration dans la glande parotide, et déversée 
dans le sang comme une sorte de sécrétion interne. Mais une telle 
opinion semble devoir se heurter a cette notion immunologique 
classique, suivant laquelle une substance ne peut étre antigénique 
que si elle est étrangére a |’organisme. En réalité cette notion n’a 
pas une valeur absolue. On sait en effet, par exemple, que le 
sérum d’un cobaye auquel on a injecté ses propres spermato- 
zoides, immobilise puis agglutine in viiro les spermatozoides du 
méme animal, comme si les constituants de ces cellules, supports 
des caractéres spécifiques et transmissibles, avaient acquis au 
cours de la spermatogénése, des propriétés leur permettant de se 
comporter comme un antigéne dans |’organisme dont elles pro- 
viennent (Metalnikoy). C’est pourquoi nous inclinons a penser 
qu’a la faveur d’un processus analogue, la glande parotide de la 
vipére confére au venin qu’elle élabore des propriétés antigéni- 
ques susceptibles de se manifester par la production d’anticorps 
antitoxiques dans Je sang méme de |’animal venimeux. 


CoNCLUSION 

Le sérum de Ja vipére est toxique, mais sa toxicité diffeére de 
celle du venin. 

D’autre part, ce sérum est doué de propriétés antitoxiques que 
l’on peut attribuer 4 la présence d’anticorps élaborés par ]’animal 
en réponse a une certaine résorption des sécrétions de la glande 
venimeuse. Ainsi s’expliquerait ce fait au premier abord para- 
doxal de la coexistence de principes toxiques et antitoxiques indé- 
pendants dans le sang de la vipere. 


(10) C. R. Soc. Biol., 1943, 137, 700. 


LESIONS PATHOLOGIQUES DES GLANDES SALIVAIRES 
DU MULOT (APODEMUS SYLVATICUS L.) 


1. — ETUDE HISTOLOGIQUE (’) 


par A. RAYNAUD et J. RAYNAUD. 


(Institut Pasteur. Annexe de l'Institut du radium.) 


Les Mulots qui constituent le matériel utilisé dans cette étude 
ont été capturés prés du village de Vabre (Tarn), a différentes épo- 
ques de l’année ; ce sont des Apodemus sylvaticus L. ; ils appar- 
tiennent au sous-genre sylvaemus (Ogneff et Worobiew). Ces ani- 
maux ont été sacrifiés immédiatement ou quelques heures aprés 
leur capture ; leurs glandes salivaires (Sous-maxillaire, rétro-lin- 
guale, parotide) ont été fixées au mélange de Zenker-formol-acide 
acétique ou au liquide de Bouin; elles ont ensuite été incluses 
dans la paraffine puis coupées partiellement en série 4 5y, ou a 
7,5 p d’épaisseur ; ces piéces ont alors été colorées a lhémalun- 
éosine-safran. C’est en examinant ces préparations histologiques 
que nous avons découvert les lésions qui sont décrites dans ce 
travail. 

Ces lésions sont de types variés : tantét elles se présentent sous 
forme d’anomalies nucléaires et cytoplasmiques intéressant les 
cellules, individuellement ; tantdt, au lieu d’étre individuelle, 
l’anomalie intéresse tout un groupe de cellules contigués ; c’est 
ainsi qu’il existe des plages de volumineuses cellules transformées, 
formant des enclaves claires au sein des éléments sombres de la 
glande acineuse de la sous-maxillaire. 

Une description succincte de ces anomalies a été déja donnée 
dans une note préliminaire [4]; nous étudierons ici, d’une facon 
détaillée, successivement les deux types de lésions. 


I. — Lésions cellulaires individuelles 
des glandes sous-maxillaires. 


Nous avons observé des lésions cellulaires individuelles dans 
tout le tractus salivaire ; bien qu’elles soient trés fréquentes a la 


(*) Association des Microbiologistes de Langue Francaise, séance du 
13 avril] 1944. 
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fois dans les cellules acineuses des glandes sous-maxillaires et de 
la parotide, et qu’elles existent également (quoique plus rarement) 
dans les cellules muqueuses de la glande retro-linguale, nous les 
étudierons seulement dans la glande sous-maxillaire car c’est cette 
glande qui a été constamment prélevée chez tous les Mulots étu- 
diés ; les parotides n’ont été fixées que dans quelques cas seule- 
ment. 

Les glandes sous-maxillaires du mulot sont constituées, comme 
nous l’avons indiqué précédemment [2], par deux formations intri- 
quées : une glande acineuse, dense, étendue, a l’intérieur de 
laquelle plongent des tubes ramifiés dont |’ensemble constitue un 
réseau collecteur ; c’est principalement dans la partie acineuse de 
ces glandes que nous avons observé des transformations patholo- 
giques des cellules ; les canaux excréteurs ne sont que trés rare- 
ment atteints. 

A létat normal les cellules sécrétantes de la glande acineuse, 
groupées en acini séreux, se présentent avec une morphologie 
remarquablement constante : chaque cellule a une forme pyrami- 
dale ou polyédrique, son cytoplasme est aréolaire ou grenu; le 
noyau situé souvent au pdle basal est en général ovoide et a un 
contour trés net; on distingue a ]’intérieur du noyau plusieurs 
petits amas et des travées irréguliéres de chromatine plongées dans 
un suc nucléaire clair; aprés coloration au Feulgen on constate 
que la chromatine de la plupart des noyaux se colore en violet 
tandis que dans d’autres elle prend des teintes rouges ; avec une 
coloration de fond au vert lumiére on distingue entre les blocs de 
chromatine de petites sphéres réfringentes représentant vraisem- 
blablement de petits nucléoles, mais peut-étre par suite de conden- 
sation chromatique a leur périphérie, ils sont difficilement iden- 
tifiables. Au voisinage du noyau le cytoplasme basal des cellules 
présente une teinte foncée a limites peu nettes, souvent diffuse a 
sa périphérie ; cette zone forme un are ou une tache foncée trés 
caractéristique Aa la base des cellules ; le cytoplasme apical est au 
contraire toujours clair. Les cellules sont fréquemment binu- 
cléées ; les caryocinéses sont rares. 

La taille des cellules acineuses normales varie dans des limites 
assez étroites; leur diamétre oscille entre 12 et 25» (valeurs 
minima et maxima); la taille moyenne des cellules est de 15 a 
20; la taille des noyaux varie également peu; leur diamétre 
reste compris entre 5 et 10 p, les dimensions les plus fréquemment 
rencontrées étant de 7 4 9y. Les troisiéme et quatriéme colonnes 
des tableaux I et III indiquent les dimensions des cellules et des 
noyaux des éléments de la glande acineuse normale. La photogra- 
phie A montre, a un fort grossissement, les divers caractéres mor- 
phologiques de ces cellules. 

Les cellules anormales sont dispersées, sans ordre apparent, au 
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sein des cellules normales. Elles possédent toutes un, caractére qui 
permet de les distinguer immédiatement, méme a un faible grossis- 
sement : leur noyau.comprend une masse centrale homogene for- 
tement colorée, entourée par un espace clair qui s’étend jusqu’a 
la membrane nucléaire ; la photographie B de la planche I montre 
a un fort grossissement la morphologie d’une de ces cellules, aprés 
fixation au Zenker-formol et coloration 4 l’hémalun-éosine-safran : 
la masse intranucléaire centrale qui se colore en rose grenat a un 
contour assez nettement délimité; entre cette masse et la mem- 
brane nucléaire on apercoit des filaments ou des travées plus 
épaisses de chromatine, dispersés sans ordre dans |’espace clair ; 
ces travées présentent des épaississements irréguliers, constituant 
des blocs de chromatine ; a cété d’elles on peut quelquefois iden- 
tifier des corpuscules réfringents, moins intensément colorés. Le 
cytoplasme de ces cellules ne posséde aucun des caractéres du 
cytoplasma des cellules normales : sa structure aréolaire ou gre- 
nue a disparu, la zone foncée basale fait défaut, la couche cyto- 
plasmique ayant, en dehors des inclusions, un aspect compléte- 
ment homogéne ; sa coloration est plus éosinophile que celle des 
cellules normales ; enfin on distingue 4 son intérieur des inclu- 
sions de forme sphérique (photographie B), souvent extrémement 
nombreuses (on peut en compter une vingtaine dans certaines 
cellules). Leur diamétre varie entre 2 et 6 p. 

La taille de ces cellules anormales est en général beaucoup plus 
considérable que celle des autres cellules de la glande acineuse 
le diamétre de ces derniéres atteint rarement 22 p, celui des pre- 
miéres dépasse fréquemment 30 p. Le noyau a également subi une 
hypertrophie notable : son diamétre peut atteindre 20. Le 
tableau n° I résume les mensurations effectuées sur dix cellules de 
chaque catégorie normale et anormale et met en évidence |’hyper- 
trophie nucléaire et cytoplasmique de ces derniéres. 

Comme celles de la glande acineuse normale, ces cellules anor- 
males sont fréquemment binucléées : chacun des deux noyaux 
présente alors les lésions qui viennent d’étre décrites (photo- 
graphie C, planche I). 

Nous avons méme observé des cellules contenant trois et méme 
quatre noyaux ; dans ce cas également, chacun de ces noyaux 
présente une morphologie identique : il existe a leur centre une 
grosse masse éosinophile entourée par un espace clair. 

Afin de permettre une étude plus précise de ces anomalies 
nucléaires et cytoplasmiques, les coupes histologiques de ces glan- 
des salivaires ont été traitées par toute une série de techniques de 
colorations ; les résultats obtenus sont résumés, en ce qui concerne 
les inclusions cytoplasmiques et la substance intranucléaire, dans 
le tableau II. 


Dans cette étude nous avons eu principalement en vue les points 
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Tasteau | — Mensurations relatives A quelques cellules épithéliales 
de la glande acineuse a la sous-maxillaire de Mulot M144 |fixa- 
tion Zenker, coloration. hémalun-éosine-safran] (1). 


CELLULES ACINEUSES ANORMALES 
possédant une grosse masse éosinophile 


CELLULES ACINEUSES NORMALES 
au centre du noyau 


Dimensions 


Dimensions 


de la cellule 


Dimensions 


du noyau 


de la masse 
intranucléaire 


Dimensions 
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(1) Les nombres qui figurent dans ce tableau indiquent la dimension du plus grand 
diamétre de chaque structure et la plus grande longueur de la structure mesurée sui- 
vant un diamétre perpendiculaire au premier. 


suivants : nature de la masse intranucléaire, des inclusions cyto- 
plasmiques, et processus conduisant a |’hypertrophie cellulaire et 
nucléaire. Nous examinerons successivement ces trois problémes : 


a) AFFINITES TINCTORIALES DE LA MASSE INTRANUCLEAIRE CENTRALE. 
— <Ainsi que l’indique le tableau II cette masse intranucléaire 
ne se colore pas par le réactif de Schiff sans hydrolyse ; aprés 
hydrolyse au contraire la réaction de Feulgen est positive : cette 
masse prend une teinlte rose ou rose vidlacé léger. Nous pouvons 
‘done conclure a la présence, dans cette formation nucléaire, d’une 
certaine quantité d’acide thymonucléique ; la légéreté de la colo- 
ration permet de conclure que la teneur en acide nucléique est 
faible. D’autre part cette masse intranucléaire se colore en vert 
avec le vert lumiére, en bleu violacé (quelquefois en pourpre) 
avec le Mann. Bien que ces colorations Ja rapprochent des nucléo- 
les, cette assimilation ne nous parait pas valable : Jes dimensions 
de cette masse intranucléaire sont toujours considérables, elle peut 
atteindre 12 » (tableau I); sa forme est trés variable, elle est 
quelquefois courbée sur elle-méme et constitue un croissant s’éten- 
dant d’une extrémité a l’autre du noyau (microphotographie C de 
la planche I). Enfin elle se colore trés fortement en rose grenat 
par l’éosine, et en rose violacé avec le May-Griinwald-Giemsa. 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


348 


- 


‘(@SWOTD-piem 


“9OBIOIA UNIG| “g0BTOTA neq ‘nog ‘99B[OIA 9SOU ‘asoy|-unIy-A eK) SDM ACOUe Gi) aes ke a JOWIOJ-194ua7 
‘olyepiaaA UNIg sty “O}JOTOTA "QOUOJ JOA NO UBIO JAVA} aagruINy 4.A9A UaSTMeg|* * °° ee [OW10j-19 7097 
1959] 
yeueid esol NO esoy °9}]0[0TA, ‘yeUeIS @SO1 NO ssoy ‘asdjorpsy sude ueS~nag|: °° 7 st |0 W10j-19 4087, 
“eulse[dojAo 
np elo puoj oy ans ‘nefou Np ITeyd puoy ans 
auquios STIS Ua JUOYOeIEp onbnejb yoodse un ojues 
9S se[[e@ ‘seg10joo uON “910 00UT “91d 9T[q *e940[09 UON|‘asXjoapAy sues wespneq|* ~ °° * * + + Jourtoj-19yU7Z 
‘oua] 
“9INETq STIs ‘esod sty “Q0B[OIA nog ‘asoy/-yjou op nelq eutsog): °° ot [OULIOJ-103 007, 
"(ouIprnyo} ep notq 
*JO] OTA UNA ‘JoTOTA, “JOTOTA “WOVE 9SUeIC | ‘esueI0 eulsog)1oImIMIOg|*" * - °°: - > [OULIOJ-19yU97 
‘(onbipqsy 


-ouloydsoyd optoe «5 
asue10 oUTTUep neq 


‘yeuels uniq ‘unig “yeuody ‘yeuah OSNOI No JIA oSnoy japroe eulsyony) Aroyepy}° °° °° + 8 ]OULIOJ-1ayu07 
‘aidanod stoj ‘(ours 
‘oI}QUNIG SID “Q90BTOTA -enbjenb ‘goejora najg}-o9 [Ayjou nojq) uueW)’ “°° * * + + JouuojJ-1ayUE7 


“yeuat “a0 ‘yeuels esoy|ueyes outsog ‘unzeurs * [OWOJ-1ayUe7 19 UINO 
} ra) ION 09) [euro yy Z ; 


euse[doyA9 9] suep opexjua0 
~ sosn[our ouljeworyo eT op p 
sonbiigyds suoneuri0; sop SEEN IS 285 St i OP (sy11089.4) 


GSITIIN YALYX1a 


SINVYOTOO 


HINIGL AC SNOILVIVVA LO ALNIDL 
‘JOINT UP Soilel[ixeul-snos sep seTemioue sesnoutoe Se[NT[e0 sep 
senbruise[dojA90 suotsnjour sep 40 Sodfeg[ONU SJUCNFT}SUOD SUTEZIOD Op seTelI0jOUTY seyUuyTVy — “]] Avavavy, 


LESIONS PATHOLOGIQUES DES GLANDES SALIVAIRES DU MULOT 349 


Nous avons cherché a identifier les nucléoles dans ces noyaux 
volumineux : nous avons signalé plus haut l’existence de corpus- 
cules réfringents, entre les blocs de chromatine, dans Pespace clair 
entourant la masse centrale; on apercoit d’ailleurs assez nette- 
ment sur la photographie D de la planche I un corpuscule sphé- 
rique, placé a cdté de la masse intranucléaire, qui présente sur la 
coupe des reflets rosés ; il est possible qu’il s’agisse du plasmo- 
some. On peut se demander si dans la constitution de la masse 
intranucléaire centrale n’entrerait pas une partie de la chroma- 
tine altérée, ayant subi une transformation chimique plus ou 
moins accentuée. Cette possibilité concorderait avec le fait que la 
majorité de ces noyaux sont trés pauvres en chromatine colorable : 
dans l’espace clair entourant la masse intranucléaire on ne dis- 
tingue souvent que de trés rares et trés minces filaments chroma- 
tiniens. I] est possible qu’aprés transformation une partie de la 
chromatine se soit rassemblée sous une autre forme, en un point 
du noyau. 


b) Les INCLUSIONS SPHERIQUES Observées avec une grande cons- 
tance dans le cytoplasme des cellules anormales offrent une grande 
résistance aux divers agents chimiques utilisés dans les manipu- 
lations histologiques. Elles ne se sont pas dissoutes dans le liquide 
de Bouin ni dans le Zenker-formol-acide acétique aprés une durée 
de fixation variant entre vingt-quatre et soixante-douze heures ; 
elles n’ont pas été dissoutes non plus par un séjour prolongé dans 
Valcool éthylique ni par |’immersion des piéces fixées dans le 
toluéne pendant vingt-quatre heures. La derniére colonne du 
tableau II résume leurs affinités tinctoriales ; nous n’insisterons ici 
que sur une propriété particuliére de ces inclusions 

Aprés: un séjour variant de une 4 trois heures dans le réactif 
de Schiff, suivi de trois lavages a ]’eau sulfureuse, ces inclusions 
cytoplasmiques ne se colorent pas ; on les apercoit, dans les pré- 
parations, se détachant, sous forme de sphérules sombres, sur 
le fond plus clair du cytoplasma; leur aspect glauque rappelle 
exactement celui de la masse intranucléaire ; au contraire lors- 
qu’on fait agir le réactif de Schiff aprés une hydrolyse variant entre 
un quart d’heure et une demi-heure, ces inclusions prennent une 
teinte rose violacé. La réaction nucléale de Feulgen est donc posi- 
tive & leur niveau et nous pouvons conclure qu’une certaine quan- 
tité d’acide thymonucléique est présente dans ces inclusions cyto- 
plasmiques. L’intensité de la coloration est comparable a celle 
observée dans Ja masse intranucléaire centrale et plus faible que 
celle prise par la chromatine des noyaux environnants ; la teneur 
en acide thymonucléique est done moindre que dans la chroma- 
tine nucléaire normale ; d’autre part on constate souvent qu’il 
persiste au centre de ces sphérules une aire non colorée par la 
fuchsine ; l’acide thymonucléique parait seulement étre réparti 
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dans les couches externes de ces sphérules, dont la masse princi- 
pale parait avoir une constitution complexe. La présence de cet 
acide dans ces inclusions indique vraisemblablement que l’agent 
qui a provoqué ces lésions’ vellulaires a déterminé une altération 
nucléaire profonde suivie d’un passage dans le cytoplasme d’une 
partie du matérie] chromatinien du noyau. 


c) PRocEssUs CONDUISANT A L’HYPERTROPHIE NUCLEAIRE ET CYTO- 
PLASMIQUE. — L’étude de la position des cellules anormales mon- 
tre qu’elles sont en général situées au centre des acini séreux ; 
a cet emplacement on ne trouve pas de cellule dans les acini nor- 
maux. On pourrait done se demander si les anomalies observées 
ne représentent pas des phénoménes de dégénérescence atteignant 
les éléments cellulaires qui auraient été séparés de la paroi et 
seraient tombés au centre de Jl’acini; les Iésions observées ne 
représenteraient dans ce cas que les étapes de lents processus de 
nécrobiose frappant ces cellules en position anormale. En réalité 
l’examen détaillé des coupes révéle qu’il, existe des cellules lésées 
dans la paroi méme des acini; il parait donc plus vraisemblable 
d’admettre que la cellule est d’abord atteinte dans sa position habi- 
tuelle et que ce n’est que secondairement que s ‘hypertrophiant 
sous l’influence de la lésion, elle est peu & peu amenée a s’insi- 
nuer au centre de |’acini. 

Nous avons recherché s'il existait des intermédiaires entre les 
cellules acineuses normales et les cellules anormales. Nous avons 
souvent observé des cellules acineuses dont le noyau avait subi 
un accroissement considérable de taille sans présenter de trans- 
formation nette de sa structure : on distingue 4 son intérieur de 
nombreux blocs de chromatine dispersés au sein d’un fin réseau. 
La masse nucléaire centrale fait défaut ainsi que le halo clair 
qui l’entoure. La cellule elle-méme n’a pas subi encore une hyper- 
trophie considérable ainsi que ]’indiquent les mensurations ci-des- 
sous se rapportant a deux cellules dont Je noyau présente les 
caractéres que nous venons de décrire. 

MENSURATIONS EFFECTUEES 
suivant deux diamétres rectangulaires 


noyau cellule 
(w) (2) 
10),2 <0), 4 153d) Xe ADS 
42,7 X 12,7 16.5 X 28,8 


Dans la deuxiéme de ces cellules le cytoplasma a conservé ses 
caractéres habituels : aspect aréolaire, zone basale foncée ; dans 
la premiére au contraire il est complétement homogéne, et ren- 
ferme quelques petits granules. I] est probable qu’il s’agit la de 
formes de transition entre |’état normal, et anormal. Mais l’hyper- 
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trophie nucléaire et cytoplasmique n’est pas la régle et ne cons- 
tilue pas une élape réguliére du processus de transformation 
de nombreuses cellules présentant des lesions typiques possédent 
de petits noyaux et la taille de la cellule ne dépasse pas de beau- 
coup la taille normale. Enfin l’examen des lésions chez un grand 
nombre d’individus nous a conduits A constater que chez certains 
d’entre eux toutes les cellules lésées étaient de taille réduite, 
tandis que chez d’autres la grande majorité des cellules anormales 
présentaient une hypertrophie considérable. Ceci semble témoi- 
gner d’une lente évolution des processus de transformation de la 
cellule. 


AUTRES LOCALISATIONS DE CES LESIONS UNICELLULAIRES. 


Bien que ces lésions soient presque toujours localisées dans la 
glande acineuse de Ja glande sous-maxillaire, nous les avons éga- | 
lement observées dans la paroi des tubules collecteurs chez trois 
animaux ; la photographie F de la planche I montre une cellule 
d’un tubule qui présente une grosse masse intranucléaire entourée 
d'un halo clair ; les stries éosinophiles qui existent toujours dans 
le cytoplasme basal des cellules de la paroi des tubes font défaut 
dans cette cellule ; son cytoplasme a pris une coloration uniforme 
et contient des inclusions sphériques identiques a celles trouvées 
dans les cellules altérées de la glande acineuse. I] existe en géné- 
ral plusieurs cellules lésées dans la paroi du tubule affecté. 

Des cellules altérées ont également été observées chez quelques 
animaux dans les acini muqueux de Ja glande rétrolinguale. 

Il est intéressant, de constater que dans les différentes positions 
ou l’on peut trouver des cellules lésées (acini séreux de la sous- 
maxillaire et de la parotide, tubules de la sous-maxillaire, acini 
muqueux de la rétro-linguale, les altérations du noyau et du cyto- 
plasme présentent une morphologie quasi identique : cela tient 
vraisemblablement a la communauté d’origine embryonnaire des 
cellules constituant les différentes parties des glandes salivaires de 
Vadulte. 


TF REQUENCE DES LESIONS. 


Les glandes sous-maxillaires de 53 Mulots (27 femelles et 26 
males) ont été coupées partiellement en série et examinées histolo- 
giquement ; des lésions unicellulaires ont été observées chez 26 de 
ces animaux (9 femelles et 17 males). Ces Mulots proviennent de 
captures effectuées au cours des années 1939 a 1948, a trois €po- 
ques de l’année : mois de mars et avril, mois de septembre et 
octobre, mois de décembre et janvier. Afin d’étudier la fréquence 
des lésions suivant l’age des animaux, nous avons réparti les mu- 
lots étudiés en trois groupes : le groupe I comprend des animaux 
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jeunes ; leur poids est compris entre 11 et 16 g.; leur taille (lon- 
gueur totale) varie entre 14,1 et 16,8 cm. ; le groupe II se compose 
d’animaux sub-adultes ou de jeunes adultes dont le poids est com- 
pris entre 16 et 22 g. et la taille entre 15 et 18 cm. ; le groupe III 
se compose d’animaux adultes (surtout de vieux adultes) dont le 
poids est compris entre 22 et 28 g. et la taille entre 16,8 et 20 cm. 

La répartition des lésions unicellulaires dans chacun de ces 
groupes d’animaux et d’aprés |’époque de leur capture (prin- 


NOMBRE TOTAL GROUPE I 
(11 a 16 g.) 


de mulots dont 


Tasteau Ill. — Répartition des lésions unicellulaires 


les sous-maxillaires 


ont été examinées | Nombre d’individus | * 


histologiquement examinés des lé 


MarssaVrnlhe tutu. eo a eseaal baa te 13 4 = 0 : 
io 
Septembre-octobre. ...... .-. 26 mA = 
DEécemibre=janVieln. aed ee 44 . 2 
eas 2 
‘ . . . fol 


temps, été et automne, hiver) est indiquée dans le tableau III. 

La lecture de ce tableau met en évidence les faits suivants : 

1° Des lésions ont été observées chez les animaux capturés a 
chaque saison de l’année. 

2° Des lésions existent dans les sous-maxillaires des Mulots 
appartenant aux trois groupes que nous avons distingués, mais 
leur fréquence est inégale dans ces groupes; le nombre d’indi- 
vidus présentant des lésions est d’autant plus grand que |’on 
s’adresse 4 des animaux plus 4gés; les lésions sont rares chez 
les jeunes (le seul cas de lésion observé chez les Mulots de moins 
de 16 g. est celui d’une jeune femelle de 14,8 g., mesurant 15,4 cm. 
et capturée le 4 janvier 1943. C’est le plus jeune animal atteint 
parm tous ceux que nous avons étudiés). Le pourcentage des 
lésions est plus élevé chez les adultes et plus de Ja moitié des 
vieux males, que nous avons eu |l’occasion d’examiner, sont 
atteints (14 sur 22). 

3° Parmi les individus étudiés les lésions sont plus fréquentes 
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chez les males que chez les femelles (17 males en présentent 
et seulement 9 femelles), mais parmi les adultes examinés il y 
a plus de males que de femelles. 

Il faut tenir compte du fait que le nombre qui exprime la pro- 
portion des lésions-observées est sans doute inexact par défaut : 
en effet, d’une part des lésions ont pu échapper a nos recherches 
(lorsqu’elles sont trés rares), d’autre part les glandes salivaires 
n’ont pas été coupées totalement en série et les coupes examinées 


is des mulots et l’époque de leur capture. 


Groupe II GRovuPE III NOMBRE TOTAL 
(16 a 22 g.) (22 & 28 g.) 
d’animaux 
| 
14... _| Nombre d'individus | .- eae Nombre d individ présentant 
Bondiv idus présentant Nombre @individus schey mrt s k 
aes des lésions Sxanmnes des lésions des lésions 
6 EN +" 3 
BS one 5 (dl) 4 (od) ag 
29 ie 29 29 
lig ? “lig 15g a aie: 
2 3} 4 
eS £ () 3 (2) 3 (2) BAe a 
4 10 9 3 9 10 9 5 2 P 3.9 
ma 938 3 ee iat gf 26 a1 gf 


pouvaient intéresser seulement une région de la glande qui n’était 
pas atteinte. 


Il. — Lésions cellulaires atteignant tout un groupe 
de cellules contigués. 


Ce sont les lésions les plus étendues que nous ayons observées 
dans les sous-maxillaires des Mulots étudiés ; les anomalies inté- 
ressent identiquement de nombreuses cellules voisines et ]’ensem- 
ble des cellules atteintes présentant toutes un cytoplasme clair, 
homogéne, constitue une plage claire, aisément discernable a un 
faible grossissement au milieu des cellules sombres de la glande 
acineuse ; la planche II reproduit une microphotographie, a un 
faible grossissement, d’une de ces plages. Sur une section d’une 
sous-maxillaire on rencontre fréquemment de 1 a 10 de ces 
plages de cellules anormales. 

Les cellules qui constituent ces plages sont volumineuses : leur 
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diamétre atteint fréquemment 50 p, et dépasse méme cette valeur ; 
les dimensions moyennes sont de 385 x 45 py. Ces cellules possédent 
un gros noyau vésiculeux dont le diamétre est en général de 18 a 
22, mais qui peut alteindre,fréquemment 25 py. Le tableau IV 
indique les dimensions des noyaux et des cellules de ces plages, 
ainsi que les dimensions des cellules acineuses normales pour per- 
mettre la comparaison. 


Tasteau IV. — Mensurations relatives A quelques cellules épithé- 
liales de la glande acineuse de la sous-maxillaire du mulot M136 
|fixation au liquide de Bouin, coloration : hémalun éosine, 
safran] (1). , 


CELLULES ACINEUSES ANORMALES 
groupées en plages claires 


CELLULES ACINEUSES NORMALES VOISINES 


) 


Dimensions Dimensions Dimensions Dimensions 
de la cellule de la cellule du noyau du noyau 
(9) (+) >) (+) 
51,0 X 28,0 20,4 X 17,8 diay Seer ROK Te 
63,7 XK 28,0 ANSE NG TES 20,4 45538 1,65<6,3 
45,9 < 40,8 25,0 pe 2250 2054 ><715),.3 Th6DC 650 
35, 1 xX 28,0 20,4 X 20,4 28,0 X 20,4 839. 7,6 
39), 2 oD ilsyey esl htt 20,4 15,3 7,6 << 71,6 
2269 NCB 3a ie oll pes tie AIS Ray ClTia ts! 6,3 5< 156 
38,2: 22,9 A Si e229) slor >< siya! 8.9 ano 
S056 SGIES APA Se 4 GG} NT 28S 22,9 WOOO 
63,7 X 43,3 22,9 2050 ToS! Xe Ote 65:3 >< 6,8 
28,0 < 56,4 ae) Sea) 47,8 XK 20,4 SACS 'G 


(1) Les mensurations ont été effectuées de la méme facon i i 
le tableau I. con que celles qui figurent dans 


Ce n’est pas seulement par leur taille que ces cellules sont 
anormales mais leurs divers constituants présentent des anoma- 
lies de structure qui les différencient aisément des cellules nor- 
males ; nous étudierons successivement le noyau et le cytoplasme 
de ces cellules : 

La plupart des noyaux de ces volumineuses cellules présentent 
la morphologie qui apparait sur les photographies A et B de la 
planche III, le corps nucléaire est ovoide ou sphérique ; aprés 
fixation au liquide de Bouin ou au Zenker-formol, et coloration a 
l’hématéine-éosine, on voit que la plus grande partie du noyau 
est occupée par une large zone claire ; au centre de cette zone 
existe une petite masse ovoide, intensément colorée en noir, A 
bords nettement délimités ; de cette masse partent des bouquets 
de fines travées de chromaline qui, traversant l’espace clair, se 
dirigent vers les bords du noyau ; mais la chromatine est presque 
totalement localisée entre la zone claire et la membrane nucléaire : 
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elle apparait la sous forme de fins filaments disposés paralléle- 
ment les uns aux autres, et en direction radiale (pholographies C, 
D, planche IIL) ; enfin dans le suc nuctéaire on distingue de pelits 
corpuscules colorés en rose vif et qui se rencontrent avec une assez 
grande constance dans la plupart des noyaux (photographie B, E, 
planche IL) : tantot ils ont une forme sphérique ou ovoide, tantot 
ils apparaissent sous forme de cristaux prismatiques plus ou moins 
longs, ou de polyédres irréguliers ; leur nombre est en général 
compris entre 2 et 5 mais certains noyaux en renferment 
davantage, leurs dimensions varient entre 1 et 5 ». Ces inclusions 
nucléaires apparaissent en gris sur le fond blane de la partie cen- 
trale du noyau représentée sur la photographie E de la plan- 
che III; on les apercoit également dans d’autres noyaux de la 
photographie B de la méme planche. 

Comme pour les lésions individuelles, nous avons essayé d’iden- 
tifier au moyen d’une série de colorations les divers constituants 
de ces cellules anormales : aprés le Feulgen la petite masse ovoide 
intranucléaire est trés légérement teintée ; avec le vert lumiére 
elle présente des reflets verdatres ; avec le Mann elle se colore 
en pourpre, quelquefois bordé de bleu violacé ; avec la fuchsine 
acide, en rouge vif. Aprés fixation au Zenker et coloration au 
May-Griinwald-Giemsa, cette masse ovoide se détache en bleu 
sur le fond clair du noyau; elle est quelquefois entourée d’un 
liseré rosé ; il est possible qu’il s’agisse 14 d’un karyosome ; ce 
bloc se distingue en tout cas trés nettement de la chromatine envi- 
ronnante qui a pris une teinte violacée légére (tandis qu’elle se 
colore en bleu dans les noyaux normaux). Notre attention s’est 
surtout portée sur les petits éléments éosinophiles intranucléai- 
res décrits plus haut; leurs affinités tinctoriales sont résumées 
dans le tableau V. 

Ils ne présentent pas la réaction nucléale de Feulgen ; ils ne 
contiennent done pas d’acide thymo-nucléique ; ils possédent cer- 
taines affinités tinctoriales semblables a celles des nucléoles mais 
leur forme trés variable, souvent prismatique ou cylindrique 
(forme de cristaux 4 bords paralléles), leur nombre élevé les dis- 
linguent trés nettement des nucléoles. Ils représentent un dépot 
a ’intérieur du noyau d’une substance qui ne contient pas de chro- 
matine. Quant A la chromatine de ces noyaux, travées centrales 
ou filaments radiaires, elle se colore moins intensément avec le 
Feulgen que celle des noyaux normaux. 

Telle est la morphologie habituelle des noyaux de ces cellules 
volumineuses ; cependant tous n’ont pas une structure conforme 
a cette description : certains d’entre eux possédent des amas et 
des travées de chromatine abondants dans la partie centrale du 
noyau ; entre les mailles du réseau chromatinien on distingue 
alors plusieurs espaces clairs renfermant des sphérules éosino- 
philes ; dispersés dans ce noyau il existe ¢a et 14 quelques gros 
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blocs de chromatine. La forme des noyaux est trés variable ; si 
la majorité d’entre eux sont sphériques ou ovoides d’autres pré- 
sentent des courbures irréguliéres, des dépressions leur donnant 
des formes trés diverses (photographies de la planche II). La taille 
des noyaux est en général és grande; cependant on distingue 
dans certaines cellules des noyaux plus petits et il existe alors 
fréquemment deux ou trois noyaux dans la cellule. I] est possible 
que les noyaux volumineux prennent naissance par fusion de ces 
pelts noyaux. 

Le cytoplasme de ces cellules volumineuses est homogéne ; a un 
fort grossissement il apparait trés finement granuleux. Dans 
aucune de ces cellules nous n’avons retrouvé l’aspect aréolaire et 
la zone foneée qui caractérisent le cytoplasme des cellules acineu- 
ses de la glande sous-maxillaire ; dans quelques cellules cepen- 
dant l’éosine teinte assez fortement une certaine étendue de cyto- 
plasme ; la teinte du cytoplasme observée aprés différentes tech- 
niques de coloration est indiquée dans le tableau V. Dans quel- 
ques cellules nous avons observé Ja présence dans le cytoplasma 
d'une masse sombre a contours mal définis (photographie D de la 
planche III) pouvant se résoudre en petits corpuscules de forme 
variable ; la nature de cette inclusion cytoplasmique n’a pu étre 
étabhie. 

La description que nous venons de faire s’applique a des plages 
homogénes de cellules anormales dans lesquelles les cellules 
hypertrophiées sont contigués et représentent les seuls éléments 
de la plaque ; c’est le cas de la plupart des petites plages ; mais 
dans les grandes plages les cellules anormales englobent souvent 
entre elles des formations normales de la glande acineuse. C’est 
ainsi qu’on peut observer fréquemment un ou plusieurs petits 
groupes de cellules acineuses normales plongés au sein des cel- 
lules hypertrophiées ; Ja photographie de la planche II donne un 
exemple de ce cas. D’autres fois ce sont des tubules collecteurs 
qui sont incorporés a ces plages. Entre les cellules hypertrophi¢es 
existent aussi quelques petits noyaux dérivant peut-étre de cellu- 
les conjonctives. Des fibres conjonctives sont quelquefois présen- 
tes et leur trajet est particuliérement bien mis en évidence par le 
bleu de Mallory. Enfin, dans toutes ces plages de cellules anor- 
males, il existe toujours des capillaires dilatés renfermant de nom- 
breuses hématies. Cette fréquence et cette dilatation des capillaires 

‘constituent deux particularités qui sont l’apanage de ces lésions ; 
parmi les cellules acineuses normales on n’observe que d’étroits 
capillaires. Chez la plupart des animaux les cellules de ces plages 
ont des limites bien distinctes ; dans quelques plages cependant 
le bord de certaines cellules internes est moins bien délimité, sur- 
tout au voisinage des capillaires. 

Nature de ces plages : Nous avons recherché l’origine de ces 
cellules anormales ; la possibilité de dérivation de ces éléments 
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hypertrophiés des plages a partir de cellules de la glande acineuse 
a été examinée en cherchant s’il existait des stades de transition 
entre les deux types cellulaires. Si elles existent, ces formes 
intermédiaires sont rares ; ce\n’est que chez un animal (Mulot 
M 142) que sur les bords des plages, quelques cellules présentent 
un cytoplasma en partie aréolaire et une zone basale foncée ; ce 
sont la des caractéres qui appartiennent aux cellules acineuses et 
il est vraisemblable que ces éléments sont en voie de transforma- 
lion; mais cette observation est susceptible d’une autre interpré- 
tation : i, existe en effet des cellules acineuses normales incorpo- 
rées au sein de ces plages et la ces cellules peuvent peut-étre dégé- 
nérer sans se transformer en cellule de la plage. Cependant on 
constate que les cellules acineuses normales qui sont au contact 
du bord des plages ont leur cytoplasme souvent entouré par une 
substance hyaline se colorant d’une fagon homogéne, comme le 
cyloplasme des cellules hypertrophicées, et paraissent en dériver. 
I, semble que ces cellules acineuses vont se transformer et s’Incor- 
porer a la plage; c’est sans doute ainsi que la transformation 
gagne progressivement les cellules voisines et s’étend de plus en 
plus dans la glande. Cette maniére de voir est en accord avec les 
images microscopiques montrant les tubules collecteurs englobés 
parmi les cellules des plages ; cette topographie s’interpréte aisé- 
ment si les cellules anormales dérivent de cellules acineuses qui 
se sont transformées sur place. 

Ainsi, bien que cette assimilation n’ait pas un caractére de cer- 
titude, il est néanmoins trés vraisemblable que les cellules hyper- 
trophiées des plages sont des cellules acineuses ayant subi une 
transformation pathologique dont lorigine et la nature nous sont 
inconnues. - 

Il ne semble pas que les lésions unicellulaires que nous avons 
décrites dans la premiére partie de ce travail soient 4 l’origine 
des lésions pluricellulaires qui constituent ces plages ; on retrouve 
bien sporadiquement quelques cellules a noyau contenant une 
masse é0sinophile dans ces plages, mais leur présence s’explique 
par une incorporation semblable a celle qui a lieu pour les cellu- 
les acineuses normales avoisinantes ; d’autre part plusicurs Mulots 
possédent de trés nombreuses lésions unicellulaires mais ne pré- 
sentent pas de plaques. Enfin on ne retrouve jamais dans le cyto- 
plasme de ces grandes cellules les inclusions sphériques observées 
dans les lésions unicellulaires. ty 

Localisation et étendue de ces lésions : ces plages de cellules 
claires hypertrophiées ont été seulement observées dans la glande 
sous-maxillaire ; nous n’en avons jamais rencontré dans la glande 
rétro-linguale, ni dans la parotide ; elles font également défaut 
dans tous les aulres organes fue nous avons ébudiés microscopi- 
quement : foie, pancréas, rate, reins, ganglions, testicules, intes- 
tin. La lésion qui les produit est done strictement localisée aux 
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cellules acineuses de la sous-maxillaire. L’examen des coupes 
montre que le nombre des plages et leur étendue sont trés varia- 
bles d'un animal, a l'autre. Chez certains individus le diamétre des 
rares plaques qui existent est de l’ordre d’une cinquantaine de y, 
chez d’autres certaines plages atteignent plus de 500 yp. Sur coupe, 
elles affectent des formes variables, en général ovoides ou triangu- 
laires. L’examen des séries partielles de coupes que nous avons 
effectuées montre que ces plages s’étendent a l’intérieur de la 
sous-maxillaire en constituant un réseau plus ou moins développé 
(quelquefois sur plus d’un millimétre de longueur). Un des bords 
de ces plages s’appuie presque toujours sur une des cloisons 
conjonctives qui s’élendent et se ramifient a l’intérieur de la sous- 
maxillaire qu’elles divisent en lobes et en lobules. L’examen histo- 
logique ne permet pas de dire si la lésion a pris naissance au 
niveau du faisceau conjonctif ou si le processus d’extension de Ja 
lésion a été arrété par la cloison conjonctive contre laquelle il 
est venu buter. Cependant certaines images histologiques sem- 
blent indiquer que quelques-unes de ces lésions s’étendent et se 
propagent dans une direction privilégiée, en suivant les faisceaux 
conjonctifs de la glande sous-maxillaire. 

Fréquence des lésions : Ces lésions pluricellulaires sont plus 
rares que les lésions unicellulaires ; nous ne les avons observées 
que chez 7 des 53 mulots dont les sous-maxillaires ont 
été examinées. Ces 7 animaux sont des adultes : leur poids 
est compris entre 23,2 et 27,7 g. et leur taille entre 16,5 et 19,2 cm. 
L’un d’entre eux a été capturé en avril 1942, deux en septembre 
1942, et les quatre autres en octobre 1943. A l’exception de ]’ani- 
mal capturé en avril (qui ne mesure que 16,5 cm.), les autres sont 
de vieux adultes; tous appartiennent au groupe III que nous 
avons défini dans la premiére partie de ce travail. Parmi ces 7 
animaux, 6 sont des males ; bien que le nombre de lésions obser- 
vées soit encore faible pour conclure avee certitude, il semble 
cependant que le sexe male soit atteint plus fréquemment que le 
sexe femelle. Enfin cette proportion de 7 animaux atteints 
sur 53 est peut-étre, ici aussi, inexacte par défaut, les 
glandes sous-maxillaires n’ayant pas été coupées totalement en 
serie. 


Ill. — Prolifération anormale de la glande acineuse 
de la sous-maxillaire d’un Mulot. 


Nous ajouterons a la description des deux anomalies préceé- 
dentes celle d’un cas curieux offert par la sous-maxillaire du 
Mulot M 14 capturé le 30 décembre 1938 4 Vabre (Tarn) ; cette 
glande avait paru gonflée au moment du sacrifice de l’animal ; 
elle était d’un aspect blanchatre et dure au toucher ; elle a été fixée 
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au liquide de Bouin. L’examen histologique montre que la glande 
tubuleuse est normale mais que la glande acineuse est le siége 
d’une intense activité mitotique : en tous les points de la glande 
un nombre trés important dé’ cellules sont en division ; un certain 
nombre de ces divisions paraissent normales, avec des métapha- 
ses, anaphases et télophases qui s’effectuent suivant le mode habi- 
tuel ; mais la grande majorité des cellules en division paraissent 
présenter des anomalies de la karyokinése : les chromosomes sont 
irréguliérement disposés dans les plaques équatoriales qui pré- 
sentent quelquefois une structure tripolaire ou tétrapolaire ; les 
chromosomes sont parfois agglomérés en une masse asymétrique 
courbée en demi-cercle ou étirée en son milieu et renflée a ses 
extrémités ; d’autres fois ils sont anormalement dispersés dans la 
plaque. La fixation n’est pas suffisamment bonne pour permettre 
une étude fine des chromosomes et des stades de Ja mitose dont 
l’aspect est atypique. Les noyaux des cellules au repos présen- 
tent une grande variation de taille et certains sont volumineux ; il 
est probable que des anomalies de Ja division alent eu pour consé- 
quence une forte augmentation du nombre de chromosomes dans 
certaines cellules. L’agent ou les causes responsables de cette 
intense stimulation de la division cellulaire dans cette glande aci- 
neuse nous sont inconnus. Aucune des lésions décrites dans les 
deux paragraphes précédents (lésions cellulaires individuelles ou 
lésions pluricellulaires) n’existe dans cette glande sous-maxil- 
laire ; la glande rétro-linguale ne présente pas d’anomalie. 


IV. — Discussion. 


Aprés l’étude de la morphologie de ces lésions, le probléme de 
leur nature et de leur origine se pose ; de multiples facteurs peu- 
vent provoquer des altérations nucléaires et cytoplasmiques dans 
les cellules vivantes ; une simple étude histologique est insuffi- 
sante pour déterminer l’agent responsable des lésions observées, 
la grande constance morphologique des anomalies que nous venons 
de décrire semble indiquer |’intervention d’un seul facteur ; si sa 
nature nous est encore inconnue, tout au moins est-il possible d’éli- 
miner dés maintenant certaines causes que l’on pourrait a priori 
considérer comme susceptibles d’étre intervenues ; nous examine- 
rons successivement a ce point de vue les deux types de lésions. 


Listons CELLULAIRES INDIVIDUELLES. 


a) NATURE ET oRIGINE. — Aucune infection microbienne n’a été 
observée sur les coupes ; il existe bien dans les glandes sous-maxil- 
laires des aires d’infiltration de petites cellules (lymphocytes, 
mononucléaires peut-étre), mais il n’y a pas de polynucléaires et 
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ces infiltrations sont sans rapport de voisinage avec les cellules 
anormales. Ces lésions ne paraissent pas résulter non plus d’une 
dégénérescence spontanée des cellules : comme nous |’avons fait 
remarquer précédemment ce n’est pas la chute de la cellule au 
centre de l’acini qui détermine Valtération de son noyau puisqu’il 
existe des cellules lésées dans la paroi de l’acinus et dans la paroi 
des tubes collecteurs. D’autre part aucune pycnose n’a été obser- 
vée. 

L’existence de la masse intranucléaire fait penser aux « inclu- 
sions intranucléaires » distinctes des nucléoles décrites dans les 
cellules de nombreux tissus chez les animaux atteints de maladies 
produites par des virus filtrables. L’inclusion aurait alors ici une 
taille considérable puisqu’elle occupe parfois la presque totalité 
du noyau hypertrophié. Bien que cette assimilation reste hypothé- 
tique, Vintervention d’un virus dans la production de ces lésions 
parait cependant probable ; comme nous l’indiquons dans le bref 
historique rapporté ci-dessous, de nombreux auteurs ont pu met- 
tre des lésions analogues en rapport avec ]/action d’un virus et il 
est possible que les lésions de la sous-maxillaire du Mulot aient 
une origine semblable. 

b) CoMPARAISON DE CES LESIONS UNICELLULAIRES AVEC CELLES QUI 
ONT ETE OBSERVEES CHEZ D'AUTRES ANIMAUX. — Une série d’obser- 
vations histologiques, effectuées tout d’abord sur des tissus hu- 
mains, ont depuis longtemps déja révélé Vexistence de lésions 
cellulaires consistant en une hypertrophie du corps de la cellule 
et du noyau, et en la présence constante d’une masse acidophile 
incluse dans le noyau. Ces lésions ont fait ]’objet de descriptions 
nombreuses et ont été diversement interprétées. 


Il semble que ce soit Jesionek et Kiolemenoglou [3] d’une part, H. 
Ribbert [4], de l’autre qui, en 1904, ont observé pour la premiére fois 
ces altérations cellulaires chez des enfants syphilitiques, les premiers 
dans les poumons, les reins et le foie, le second dans les reins et les 
glandes salivaires (parotides) ; ces auteurs interprétent ces lésions 
comme représentant des stades d’évolution de protozoaires parasites 
intracellulaires (1). 


(1) Nous ne donnons pas dans ce travail la bibliographie se rapportant 
aux observations des lésions cellulaires qui ont été ensuite effectuées par 
Ge nombreux anatomo-pathologistes (G. Lowenstein, G. Pisano, R. Mov- 
caer, C.-A. Perravet, A. J. Smira et F. D. Wemmann, etc.), dans les tis- 
sus humains et principalement chez les enfants; la liste des cas 
observés a déja été dressée par d’autres auteurs : W. C. VoncLAnn et 
A. M. Pappennemer [9] en 1925 font l’historique de cette ques- 
tion et S. Farser et B. S. Worsacn [22] récapitulent en 1932, dans leurs 
tableaux, les observations d’inclusions intra-nucléaires publiées de 1904 
2 1930 et les interprétations qui ont été données de ces lésions. Nous 
renvoyons le lecteur 4 ces deux ouvrages. 
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En 1906 E. E. Tyzzer effectuant une étude histologique des lésions 
cutanées de la varicelle, observe, dés les premiers stades de l’altération 
de ]’épiderme, des cellules épithéliales hypertrophiées dont le noyau 
gonflé contient une masse de’ matériel se colorant en rouge par |’éosine 
ct entourée par un espace clair. Cet auteur désigne la masse’ éosino- 
phile par le terme d’inclusion nucléaire ; il discute sa nature, montre 
qu’elle n’a pas de structure définie, ni de morphologie constante et 
déclare qu’il est difficile de la considérer comme un organisme vivant. 
Il admet qu’elle ne représente vraisemblablement qu’une transforma- 
tion, sous l’action de l’agent responsable de la maladie, d’une subs- 
tance auparavant présente dans le noyau. 

Chez les animaux, c’est L. Jackson [6] qui a le premier décrit, en 
1920, dans les conduits des glandes salivaires (sous-maxillaires du 
cobaye), des cellules hypertrophiées possédant un corps intranucléaire 
acidophile : il a interprété ces structures comme des formes d’évolution 
d’un protozoaire parasite intracellulaire appartenant vraisemblablement 
au groupe des Coccidies. Peu de temps aprés cette publication, E. W. 
Goodpasture et B. F. Talbot [7] observent 4 leur tour (1921) dans les 
poumons d’un enfant blanc 4gé de deux mois (au niveau des zones d’in- 
flammation) des cellules hypertrophiées, avec un corps intranucléaire 
acidophile et des inclusions cytoplasmiques variées ; ayant examiné des 
glandes salivaires de cobaye pour rechercher les structures décrites par 
Jakson, ils les observent et constatent qu’elles sont comparables 4 celles 
qu’ils ont trouvées chez l’enfant ; ils font alors un rapprochement entre 
ces structures et celles décrites par Tyzzer en 1906 dans les lésions de la 
varicelle. Ils proposent le terme de cytomegalia pour désigner ce phéno- 
méne et cette particularité nucléaire. B. Lipschutz [8] en 1921 montra 
que des altérations nucléaires et cytoplasmiques semblables sont cons- 
tamment présentes dans les lésions produites par un virus, dans le cas 
de l’Herpes zoster, l’Herpes genitalis et l’Herpes febrilis. Cet auteur 
fait une étude détaillée de ces lésions et décrit minutieusement les 
inclusions nucléaires. I] discute en outre leur nature et admet qu’elles 
sont provoquées par l’action d’un virus. I] différencie ces inclusions 
du nucléole et donne de nombreuses indications sur leurs affinités tinc- 
toriales. 

Ce sont ensuite W. C. Vonglahn et A. M. Pappenheimer [9] qui en 
1925 montrent la similitude entre Jes altérations nucléaires observées 
sporadiquement dans divers tissus de l’homme et d’animaux apparem- 
ment normaux et les lésions nucléaires décrites par B. Lipschutz en 1921 
dans les cas d’Herpés. Ces auteurs ajoutent la description d’un nou- 
veau cas d’inclusions nucléaires dans l’intestin, le foie et les poumons 
d’un homme de trente-six ans. Ils montrent qu’il est difficile d’assimiler 
ces inclusions 4 des protozoaires parasites. Ils envisagent la possibilité de 
Vaction d’un nouveau virus qui serait responsable de -l’apparition de 
ces lésions (2). R. Cole et A. G. Kuttner reprenant en 1926 [44] 1’étude 


(2) Dans ce qui suit nous ne donnons que les indications bibliogra- 
phiques se rapportant aux inclusions nucléaires observées dans les 
glandes salivaires ; nous laissons de cété les descriptions classiques des 


inclusions observées ultéricurement dans les principales maladies a 
virus. 
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_des lésions de ces glandes salivaires du cobaye ont montré que les ano- 
malies observées par Jackson représentaient simplement des cellules 
épithéliales hypertrophiées dont le noyau contenait une masse centrale 
acidophile (inclusion nucléaire) ; ils n’ont retrouvé aucun des stades 
d’évolution du protozoaire parasite décrit par Jackson et admettent que 
la lésion cellulaire observée résulte de l’action d’un virus filtrable. Ces 
auteurs ont d’ailleurs réussi 4 reproduire ces lésions dans différents or- 
ganes de jeunes cobayes inoculés avec des broyats de sous-maxillaires 
d’adultes (8 passages en série) ; ils attirent l’attention sur la ressem- 
blance entre les altérations nucléaires observées dans les cellules des 
glandes salivaires du cobaye et celles trouvées dans les cellules des 
lésions de Vherpes simplex. A. G. Kuttner a repris ensuite en 1927 [42] 
l’étude des conditions de transmission de ce _ virus filtrable des 
sous-maxilaires du cobaye d’un animal & l’autre ; aprés injection sous- 
cutanée ou intrapéritonéale des broyats de glandes salivaires de cobaye 
(émulsions filtrées sur Berkefeld), il apparait neuf A quinze jours apres, 
des inclusions intranucléaires acidophiles dams les sous-maxillaires et 
les parotides des jeunes cobayes injectés. Aucune lésion n’apparait apres 
injection du méme matériel inactivé par la chaleur. E. F. Pear- 
son [49] a effectué (1930) une étude des inclusions intracytoplasmiques 
qui accompagnent les altérations nucléaires chez le Cobaye et G. H. 
Seott et B. S. Pruett [20] ont analysé (1930) les changements volumé- 
triques des noyaux et des cellules causés par l’action du virus. Depuis 
celte époque différents auteurs Ont examiné d’autre matériel pour re- 
chercher ces lésions ; c’est ainsi qu’en 1932, J. M. Thompson [24] 
décrit des inclusions intranucléaires dans les cellules des canaux collec- 
teurs des glandes sous-maxillaires des rats ; l’inclusion aurait ici une 
morphologie différente de celle observée chez le Cobaye (le halo clair 
ferait défaut) mais les photographies présentées par |’auteur sont peu 
démonstratives ; le méme auteur retrouve ensuite ces corps d’inclusion 
en 1934 [34] et 1936 [33] chez des rats et des souris, dans le tissu aci- 
neux des portions séreuse et muqueuse des glandes sous-maxillaires et . 
quelquefois dans les conduits et les cellules alvéolaires de la parotide ; 
dans ces noyaux anormaux un halo clair plus ou moins développé 
entoure l’inclusion centrale. Aprés injection sous-cutanée, intra-périto- 
néale ou intra-cérébrale d’une émulsion de ces glandes salivaires, des 
allérations nucléaires typiques ont pu étre provoquées chez des ani- 
maux normaux : la localisation des lésions a été strictement observée 
dans les sous-maxillaires. Devant les résultats positifs de ces essais de 
transmission l’auteur conclut 4 l’existence d’un virus salivaire chez la 
Souris. C’est ensuite E. J. Rector et L. E. Rector qui ont retrouvé en 
1933 [28] des inclusions intranucléaires dans les glandes salivaires 
séreuse et muqueuse des taupes ; en 1934 ces mémes auteurs repren- 
nent la description de ces lésions [29] et déclarent ne pas pouvoir les 
transmettre & des lapins, des cobayes, des souris et des rats blancs par 
Vinjection de broyat de glandes salivaires de taupes. S. Farber et B. 8. 
Wolbach [22], H. A. Me Cordock [23] en 1932, H. A. Mc Cordock et 
G. M. Smith [30] en 1934 ont étudié les inclusions nucléaires trouvées 
dans les poumons et dans les glandes salivaires (sous-maxillaires et 
parotides) d’enfants nouveau-nés ou trés jeunes ; les premiers de ces 
auteurs rapportent l’existence de cellules 4 inclusion nucléaire dans 
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des tissus trés variés. Tous envisagent également ici la possibilité de 
l’action d’un virus dans la réalisation de ces altérations. F. W. Steward 
et C. P. Rhoads [45] ont observé en 1929 des inclusions intranucléai- 
rés dans la muqueuse nasale. de singes (Macacus rhesus) inoculés avec 
le virus de la poliomyélite ; ces altérations furent retrouvées en 1932 
par W. P. Cowell [24] ; mais cet auteur les observe en outre dans les 
cellules épithéliales de la trachée, des poumons et des conduits biliaires. 
Reprenant 1’étude de nouveau matériel, A. G. Kuttner et Shao-Hsun 
Wang montrent en 1934 [32] que des inclusions acidophiles intranu- 
cléaires existent dans les glandes salivaires de jeunes enfants chinois 
(nouveau-nés ou 4gés de moins de deux ans). Ces lésions n’ont pu 
étre transmises A des animaux par injection. Ces auteurs retrouvent en 
outre des inclusions ayant une morphologie identique dans les glandes 
sous-maxillaires de hamsters, de souris blanches et de rats sauvages ; 
chez le Hamster et la Souris, l’inclusion nucléaire fut observée surtout 
dans les cellules acineuses, rarement dans les conduits ; chez les rats 
sauvages a la fois les cellules des acini et des conduits étaient atteintes. 
Chez tous ces animaux, les inclusions nucléaires présentaient une mor- 
phologie identique (masse centrale acidophile entourée d’un large halo 
clair) et les cellules lésées étaient fortement hypertrophiées. Aprés injec- 
tion sous-cutanée ou intrapéritonéale de broyat de glandes salivaires a 
des animaux jeunes de la méme espéce, la lésion a pu étre transmise ; 
elle se localise exclusivement dans les glandes salivaires des animaux 
ainsi injectés ; les auteurs concluent ici aussi 4 1’existence d’un virus 
spécifique dans les glandes salivaires de chacun de ces Rongeurs. 


Tous les travaux que nous venons de citer concordent done pour 
démontrer la présence d’inclusions acidophiles intranucléaires et 
d’inclusions cytoplasmiques dans la plupart des maladies a virus 
et dans de nombreuses cellules des glandes salivaires de diffé- 
rents mammiféres. Mais si les descriptions morphologiques de ces 
altérations cellulaires sont abondantes dans la littérature, la cons- 
titution et la nature de ces inclusions nucléaires et cytoplasmiques 
sont loin d’étre complétement déterminées ; les auteurs donnent 
diverses indications sur les affinités tinctoriales de ces structures 
mais leur signification fait l’objet de nombreuses discussions. 
Nous examinerons briévement les recherches les plus importantes 
faites & ce sujet : 


Les inclusions cytoplasmiques sont extrémement variées dans les mala- 
dies 4 virus. En ce qui concerne les glandes salivaires, c’est E. F. Pear- 
son qui a effectué [49] en 1930, chez le Cobaye, 1’étude microchimique 
la plus approfondie de leur constitution. D’aprés cet auteur ces inclu- 
sions sphérulaires ne contiennent ni graisse ni lipoides en quantité 
décelable. Ayant recherché en outre si elles contenaient de 1’acide thy- 
monucléique, il a constaté que la réaction de Feulgen ne teintait que 
trés légérement, et d’une fagon inconstante, quelques-unes des sphéru- 
les cytoplasmiques ; il conclut donc A l’absence de 1l’acide thymonucléi- 
que dans ces structures ou a sa présence en trés faible quantité seule- 
ment. Il existe une discordance entre nos résultats et les données de 
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eet auteur : il est possible que chez le Mulot, |’altération nucléaire soit 
plus forte et entraine le passage dans le cytoplasme d’une quantité de 
nucléines plus importante que chez le Cobaye. 

Cette pénétration intracytoplasmique de l’acide thymonucléique nu- 
cléaire et sa localisation au niveau des sphérules incluses, si nette chez 
le Mulot, doit étre rapprochée de l’observation faite par W. P. Cowell 
et W. D. C. Danks [25] qui ont montré (1932) qu’au niveau de certains 
points du corps de Negri la réaction nucléale de Feulgen est souvent 
positive ; ils admettent qu’au cours de la chromatolyse produite par le 
virus rabique la protéine basophile nucléaire (contenant du fer) est par- 
tiellement rejetée dans le cytoplasme (3). Bien que ces recherches histo- 
chimiques nous renseignent sur la constitution de ces sphérules elles ne 
donnent que de faibles indications concernant leur origine ; il est pro- 
bable que, comme dans le cas du Cobaye, elles prennent naissance 
chez le Mulot a la suite de la lésion nucléaire produite par le virus. 
On peut faire, pour rendre compte de leur formation et interpréter leur 
nature, des hypothéses semblables 4 celles qui ont été émises pour la 
plupart des maladies 4 virus (voir en particulier E. W. Goodpas- 
ture [44], 1922). 

Les, inelusions nucléaires ont fait l’objet de recherches plus nombreu- 
ses que les précédentes, dans les différentes maladies 4 virus : aprés. 
l’étude de Tyzzer dans les lésions de la varicelle, Lipschutz [8] montre 
(1921) que par leurs affinités tinctoriales, les inclusions nucléaires de 
l'Herpés se différencient aisément de la chromatine et des nucléoles. Des 
constatations semblables sont faites par E. W. Goodpasture [40] dans. 
Vherpés expérimental. Mais c’est A E. V. Cowdry [43] que l’on doit en 
1928 une étude microchimique détaillée des inclusions nucléaires des 
maladies a virus ; cet auteur a mis en évidence l’absence presque cons- 
tante du fer et de l’acide thymonucléique dans ces structures, ce qui 
constitue un argument important contre la théorie du protozoaire para- 
site intracellulaire ; le méme auteur montre en 1930 [46] qu’au moyen 
de ces réactions microchimiques et tinctoriales il est possible de distin- 
guer aisément les inclusions nucléaires de l’herpés et du virus III ; en 
collaboration avec S. F. Kitchen il effectue [17] en 1930 une étude 
comparative de la structure fine des inclusions dans le cas de la fiévre 
jaune et de nombreuses autres maladies 4 virus (en particulier dans 
les lésions des glandes salivaires). La définition de ces inclusions et la 
description de leurs principales propriétés sont données par O. Klotz et 
J. H. Belt en 1930 a l’occasion d’une étude histologique du foie de 
V’Homme et du Singe: atteints de fiévre jaune. 

En ce qui concerne les inclusions nucléaires des glandes salivaires, 
nous possédons beaucoup moins de renseignements sur leur constitu- 
tion et leur nature. L’inclusion est en général acidophile (Cobaye, Rat, 


(3) Des substances contenant de l’acide thymonucléique peuvent appa- 
raitre dans le cytoplasma de certaines cellules sous des influences 
diverses, comme 1’a montré P. A. Dustin [26, 27] ; consécutivement a 
l’injection de trypaflavine 4 la Souris, ou 4 l’irradiation au moyen des 
rayons X de l’intestin de ce Rongeur, cet auteur a constaté la forma- 
tion de sphérules cytoplasmiques contenant de l’acide thymonucléique, 
dans les cellules des glandes de Lieberkiihn de l’intestin gréle (1932). 
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Souris, Hamster), mais quelquefois basophile dans la plupart des cel- 
lules de la Taupe (Rector et Rector [29]). D’aprés Thompson [24, 31} 
chez le Rat, son centre seul serait acidophile, la périphérie prenant les 
colorants basiques ; le méme auteur la considére chez la Souris comme 
formée de trés petites sphérules agglomérées [33] ; enfin d’aprés Rector 
et Rector [29] chez des Taupes et Thompson [33] chez la Souris, un 
nucléole pourrait étre identifié assez fréquemment a un pdle de linclu- 
sion ou dans le halo clair qui l’environne. E. V. Cowdry montre [43] 
que chez de vieux cobayes l’inclusion nucléaire se colore légérement 
aprés la réaction de Feulgen et que le test de Bensley-Mc Callum parait 
indiquer la présence, dans cette structure, de faibles quantités de fer 
combiné. Rector et Rector [29] ont obtenu également une réaction de 
Feulgen positive témoignant de la présence d’acide thymonucléique 
dans ]’inclusion ; ces auteurs ajoutent que cette masse intranucléaire 
présente également les réactions du fer masqué et posséde des proprié- 
tés basophiles incontestables. 

Nous avons montré plus haut que chez le Mulot cette réaction nucléale 
de Feulgen était trés nettement positive et cette constatation montre 
que la constitution des inclusions que nous avons décrites est au moins 
quantitativement assez différente de celle des inclusions prenant nais- 
sance sous l’action de nombreux virus (Herpés, virus II, Borna, etc.). 
Les différences constatées correspondent sans doute 4 des degrés diffé- 
rents d’altération des constituants nucléaires par les agents qui déter- 
minent la lésion cellulaire dans ces diverses maladies. 


Cette rapide revue met en évidence }’analogie qui existe entre 
la masse intranucléaire des cellules des glandes salivaires du Mu- 
lot et 1’ « inclusion intranucléaire » décrite chez les autres ron- 
geurs : la morphologie de cette structure est dans les deux cas 
identique et les affinités tinctoriales sont voisines ; mais la signifi- 
cation de cette inclusion reste indéterminée ; des opinions trés 
diverses ont été émises a son sujet : considérée par les premiers 
auteurs comme représentant un microorganisme vivant en para- 
site a l’intérieur de la cellule, elle fut ensuite tantot interprétée 
comme une forme de dégénérescence nucléaire non spécifique ou 
au contraire comme une réaction spécifique du noyau a un virus 
vivant. De nombreux auteurs considérent qu’elle prend naissance 
a partir de constituants nucléaires normaux qui s’altérent et se 
transforment sous ]’action du virus ; mais |’accord n’est pas réa- 
lisé en ce qui concerne la présence ou ]’absence du virus dans ces 
inclusions et leur nature fait objet de nombreuses discussions 
Tyzzer (1906), Lipschutz (1921), Vonglahn et Pappenheimer (1925), 
Luger ct Landa (1925), Cole et Kuttner (1926), E. V. Cowdry 
(1928, 1930). En tout cas la majorité des auteurs admettent que 
s'il n’est pas démontré que ces inclusions nucléaires soient absolu- 
ment spécifiques des virus, elles sont presque toujours présentes 
dans les maladies a virus et que leur présence en abondance dans 
un organe témoigne de lésions vraisemblablement dues A un agent 
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du groupe des virus. Nous nous contenterons actuellement d’ad- 
mettre cette derniére possibilité chez le Mulot en attendant que 
des recherches expérimentales nous permettent de |’infirmer ou de 
la confirmer. . 


LESIONS PLURICELLULAIRES CONSTITUANT LES PLAGES 
DE CELLULES ANORMALES. 


Ici non plus aucun organisme bactérien n’a été observé sur les 
coupes des glandes sous-maxillaires ; il n’existe d’ailleurs, autour 
de la plage de cellules anormales, aucune infiltration de polynu- 
cléaires ; on n’observe ni diapédése leucocytaire ni inflammation 
réactionnelle, ni nécrose des tissus dans leur voisinage. Une action 
traumatisante ne peut non plus étre invoquée pour rendre compte 
des altérations cellulaires observées : les plages de cellules anor- 
males s’observent au sein de cellules acineuses absolument sai- 
nes ; la limite entre les cellules lésées et les cellules voisines est 
toujours nette ; cette forme de lésion ne résulte donc pas d’un état 
pathologique particulier de |’ensemble d’un lobe ou d’un lobule 
puisque la structure générale du lobe n’est pas altérée. On ne 
peut faire intervenir pour expliquer son origine, ni une atteinte 
herveuse ni une vascularisation anormale du lobe dans lequel 
on les trouve ; ]’état normal des cellules voisines témoigne de 
conditions trophiques quasi normales. 

L’examen microscopique ne permet pas non plus de considérer 
ces lésions cellulaires collectives constituant ces plages de grandes 
cellules comme de simples aires de dégénérescence de la glande 
sous-maxillaire : histologiquement on ne trouve dans ces glandes, 
comme nous l’avons signalé ci-dessus, aucun indice permettant 
d’admettre la possibilité d’une dégénérescence spontanée de grou- 
pes locaux de cellules, plongés au sein de cellules saines. D’autre 
part, si c’est un agent étranger qui provoque ces lésions, les alté- 
rations nucléaires et cytoplasmiques qu’il, détermine ne paraissent 
pas assez intenses pour entrainer la nécrose rapide des cellules. 
Les fixateurs utilisés ne nous ont pas permis d’entreprendre une 
étude fine des éléments élaborateurs du cytoplasme ; }’étude de 
l’état des mitochondries n’a pu étre faite ; aussi est-il difficile de 
juger d’aprés le seul examen histologique des préparations de 
Vétat du cytoplasme : l’aspect homogéne de ce dernier, dans quel- 
ques cellules, fait penser a un début de dégénérescence mais on 
n’observe pas de signes nets de dégénérescence nucléaire : la 
membrane du noyau parait toujours bien individualisée, la pyc- 
nose, la caryolyse, la carryorhexis paraissent faire défaut. Ces 
stades peuvent évidemment étre trés fugaces ou avoir échappé a 
nos recherches, mais en tout cas, s’ils existent ils doivent étre 
rares. 
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Enfin, bien que ces lésions pluricellulaires ne s’observent pas 
chez les trés jeunes animaux, elles ne paraissent pas étre en rela- 
tion avec l’age de l’adulte : plusieurs vieilles femelles (atteignant 
20 cm. de long et pesant entre 23 et 26 g.) ont été capturées en 
octobre, décembre et janvier 1943. Leurs sous-maxillaires ne pré- 
sentaient pas trace de ces lésions; il en est de méme pour les 
glandes de plusieurs vieux males pesant 25 a 28 g. capturés en 
octobre et parvenus sans doute au terme de leur existence. S’il 
s’agissait simplement d’un phénoméne de dégénérescence spon- 
tanée il serait difficile de comprendre comment il se fait que les 
sous-maxillaires d’animaux trés vieux ne solent pas atteintes. 

L’origine et la nature de ces lésions restent donc inconnues ; 
nous avons recherché dans la littérature s’il existait des descrip- 
tions d’anomalies semblables ; mais les nombreuses études histo- 
pathologiques des glandes salivaires et de divers tissus de plusieurs 
Rongeurs (Souris, Cobaye, Lapin, Hamster), de la Taupe, du 
Chat, de l’espéce humaine, ne renferment aucune mention de 
lésions comparables a celles que nous venons de décrire chez le 
Mulot ; nous sommes donc réduits 4 des hypotheses, en ce qui 
concerne leur genése. I] est possible que ces lésions étendues soient 
également provoquées par un virus; des recherches expérimen- 
tales sont en cours pour vérifier cette hypothése ; la relation des 
résultats obtenus fera lobjet d’un autre travail. 


V. — Conclusions. 


1° Les glandes sous-maxillaires de 53 mulots (Apodemus sylva- 
ticus L.) capturés a |’état sauvage et comprenant 27 femelles et 
26 males ont été coupées partiellement en série et examinées his- 
tologiquement. 

2° Parmi ces 53 mulots, 26 d’entre eux  présentent 
des lésions unicelllulaires dans leurs glandes sous-maxillai- 
res ; la cellule altérée est hypertrophiée : son noyau contient une 
masse éosinophile entourée d’un espace clair ; dans le cytoplasma 
existent des inclusions se présentant sous forme de petites sphé- 
rules ; ces derniéres ainsi que ]a masse intranucléaire centrale con- 
tiennent de l’acide thymonucléique. Les noyaux de ces cellules, 
souvent volumineux, sont pauvres en chromatine colorable ; les 
cellules altérées sont presque toujours situées au centre des acini 
séreux, quelquefois dans leur paroi ou dans la paroi des tubules 
collecteurs de la glande. Ces altérations cellulaires sont rares chez 
les jeunes mulots; elles s’observent au contraire chez plus de 
la moitié des adultes examinés; elles existent chez les animaux 
capturés 4 chaque saison de ]’année ; elles sont plus fréquentes 
chez les males que chez les femelles (17 males en sont atteints 
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et seulement 9 femelles). L’origine et la nature de ces altéra- 
lions n’ont pas été déterminées dans ce travail; ces anomalies 
paraissent étre identiques a celles qui ont été déja décrites dans 
les cellules épithéliales des glandes salivaires de la Souris, du Rat, 
du Cobaye, du Hamster, de la Taupe, et qui ont été attribudes 
a Paction d’un virus filtrable. 

3° Il existe en outre dans les sous-maxillaires de 7 de ces 
53 mulots des lésions pluricellulaires se présentant sous 
forme de larges plages de cellules volumineuses plongées au 
sein des cellules de la glande acineuse. Le noyau de ces cellules 
est également hypertrophié ; sa chromatine est disposée a sa péri- 
phérie en filaments paralléles orientés radialement ; dans le suc 
nucléaire on distingue de nombreuses petites inclusions acido- 
philes 4 forme souvent cristalline ; le cytoplasme de ces cellules 
est homogéne, trés finement granuleux ; quelquefois il a un aspect 
hyalin qui semble témoigner d’un début de dégénérescence ; cette 
altération cellulaire parait pouvoir gagner les cellules voisines et 
ainsi la lésion s’élendrait progressivement a J’intérieur de la 
glande. Parmi les 7 animaux atteints, iL y a 6 males et 1 
femelle. A notre connaissance cette lésion n’a jamais été observée 
dans les glandes salivaires et dans les divers tissus des autres 
animaux ; sa nature et son origine n’ont pu étre déterminées ; il 
est possible que comme la précédente elle soit due a ]’action d’un 
virus. 

4° L’examen histologique semble indiquer que ces lésions pluri- 
cellulaires ne dérivent pas des lésions unicellulaires : aucun des 
volumineux noyaux des cellules de ces plages ne contient de 
grosses masses éosinophiles et dans le cytoplasme aucune inclu- 
sion sphérique semblable 4 celles qui caractérisent les lésions uni- 
cellulaires n’a été observée. - 

5° Aucune des deux lésions précédentes n’a été observée dans 
d’autres organes de ces Mulots (foie, rate, reins, testicules, pan- 
créas, intestin, capsules surrénales). Ces altérations nucléaires et 
cytoplasmiques paraissent strictement localisées aux glandes sali- 
yaires. 

6° Chez un autre Mulot les cellules épithéliales de la glande 
acineuse de la sous-maxillaire présentent de trés nombreuses mito- 
ses ; certaines d’entre elles sont atypiques. 

7° Une étude expérimentale est en cours pour rechercher si les 
diverses lésions observées dans ces glandes peuvent ou non étre 
attribuées A l’action d’un virus et pour essayer de préciser le 
déterminisme et les étapes des transformations et des altérations 
cellulaires auxquelles elles donnent lieu. 
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LEGENDE DES PLANCHES 


PLANCHE II 


Microphotographies de cellules normales et anormales des glandes sous- maxil- 
laires du mulot: 

A, vue & fort grossissement (gross. : 1.036) des cellules d’un acinus normal de 
la glande. 

B, celiule anormale de la glande acineuse hypertrophiée(dont le noyau contient 
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une masse centrale éosinophile et dont le cytoplasme renferme des inclu- 
sions sphérulaires. [Fixation Zenker, coloration hémalun éosine safran.] 
(Gross. : 1.036.) S 

C, cellule anormale binucléée de a glande acineuse dont chaque noyau contient 
une masse éosinophile entourée par un espace clair. (Gross. : 1.036.) 

D, cellule anormale de la glande acineuse, dont Ja masse intranucléaire a une 
forme arquée: noter la présence au voisinage de la masse centrale d'une 
sphérule intranucléaire représentant vraisemblablement un nucléole. Les 
inclusions cytoplasmiques sont nettement visibles. (Gross. : 1.036.) [Fixation 
Zenker. Feulgen, vert lumiére.] 

E, vue & un faible grossissement (gross. : 413) d'un tubule de la sous-maxillaire 
du mulot M243 dont une cellule de la paroi présente une grosse masse intra- 
nucléaire éosinophile entourée par un espace clair. (Fixation Zenker. Colora- 
tion hémalun éosine safran). 


PLANCHE lil 


Photographie 4 un faible grossissement d’une lésion pluricellulaire de la glande 
sous-maxillaire du mulot Mm 231 constituée par une plage de volumineuses 
cellules dont le noyau est hypertrophié et le cytoplasme homogéne et clair; 
noter a gauche et en bas l’incorporation au sein de ces cellules anormales 
d’un groupe de quatre cellules acineuses normales ayant conservé leur mor- 
phologie caractéristique; en haut et & gauche la lésion s’appuie sur Je bord 
d’un tubule de la sous-maxillaire. (Gross, : 275.) 


PLANCHE IV 


Microphotographies montrant les diverses anomalies nucléaires et cytoplas- 
miques observées dans les lésions pluricellulaires de la glande sous-maxillaire 
du mulot : 

A, vue d’ensemble d’une I[ésion pluricellulaire du mulot Mm136; la plage de 
cellules a une forme triangulaire et ses deux cAtés rectilignes s’appuient sur 
deux cloisons conjonctives de la sous-maxillaire. (Gross. : 110.) 

B, un groupe de cellules anormales d’une lésion pluricellulaire montrant 
Vhypertrophie nucléaire et l’aspect homogéne du cytoplasme. (Gross. : 1.036.) 

C et D, microphotographies mettant en évidence la morphologie générale des 
noyaux des cellules de ces plages; une zone claire occupe une grande partie 
du noyau; la plus grande partie de la chromatine est située 4 la périphérie 
du noyau ow elle se dispose en filaments paralléles, (Gross. : 1.036.) 

E, vue a un fort grossissement d’un noyau d’une de ces cellules anormales 
montrant, plongés dans un suc nucléaire clair, de nombreux corpuscules 
éosinophiles. (Gross. : 1 036.) [Fixation Zenker. Coloration hémalun éosine 


safran. | 


ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES 
DE LANGUE FRANCAISE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 1° juin 1944. 


COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


INTRADERMO-REACTIONS ET ALLERGIES 
COMPAREES A LA TUBERCULINE ET AUX ANTIGENES 
TYPHO-PARATYPHOIDIQUES ET DIPHTERIQUES 
AU COURS D’ETATS INFECTIEUX 


par R. SOHIER, J. CAPDEVILLE et NAVEL. 


L’interprétation de la positivité d’une réaction cutanée 4 la tubercu- 
-line ne parait plus discutée ; on admet qu’elle traduit l’existence dans 
lvorganisme de bacilles tuberculeux vivants, lesquels déterminent 1’al- 
lergie tuberculinique. Il n’en est pas de méme lorsque le tégument 
ne réagit pas. 


Il semble que l’on puisse résumer les éventualités possibles comme suit : 
le sujet n’a jamais été infecté par le bacille de Koch (« non ergie »). S’il 
y a eu infection, il ne réagit pas encore a la tuberculine (état anté-allergique) 
ou bien, aprés une période d’allergie, son aptitude réactionnelle a disparu. 
Cette inaptitude, malgré la présence de bacilles dans lorganisme, peut étre 
soit transitoire (non allergie), soit durable, mais avec possibilité de réappa- 
rition de lVallergie dans des conditions différentes d’ailleurs d’un sujet vierge 
[cryptergie (1)] ou disparition définitive en raison de |’évolution rapidement 
mortelle des lésions (anergie des tuberculeux A la phase terminale), 


Peut-on savoir directement ou indirectement pour quelle raison un 
sujet ne réagit pas 4 la tuberculine ? La mise en évidence de modifica- 
tions humorales, malgré les recherches effectuées & ce jour par diffé- 
rents auteurs, et récemment par deux d’entre nous (2) semble pratique- 


(1) Nous croyons, malgré la terminologie déja complexe, pouvoir employer 
ce terme pour définir cet état particulier révélé par le phénomeéne de 
Batpwin-GARDNER-WILLIS et appelé également anergie méta-allergique. 

(2) In Thése Naver, Lyon, 1944. 
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ment impossible. Nous nous sommes demandé si la confrontation d’in- 
tra-dermo-réactions A divers antigénes, révélatrices d’allergies ‘spécifi- 
ques correspondantes, serait susceptible de nous donner indirectement 
quelques indications sur la:signification et le mécanisme de l’absence 
de réponse d’un tégument apres contact avec la tuberculine. 

Certes on a antérieurement ‘confronté avec les réactions tuberculini- 
ques le comportement de la peau vis-a-vis de virus tels que la vaccine, 
de protéines comme le sérum de cheval ou d’antigénes, tels que les 
suspensions de Salmonella ou la mélitine. Pour ces derniéres, de Laver- 
ene en particulier, a parlé d’allergie « dissociée » lorsque la réaction 
était négative A la tuberculine et positive 4 la mélitine par exemple, 
mais il s’agissait pour cette derniére d’une allergie étudiée au cours 
de la maladie qui la déterminait. Peut-é¢tre est-il préférable de comparer 
des allergies apparues de facon occulte, comme cela se produit fréqguem- 
ment pour la tuberculose, les infections typho-paratyphoidiques et la 
diphtérie. 


Nous avons procédé simultanément a des intra-dermo-réactions (3) avec 
un antigéne “typho-paratyphoidique (vaccin T.A.B. dilué au 1/10) et diphté- 
rique (4) [anatoxine diluée au 1/50], enfin a la tuberculine de l'Institut Pasteur 
utilisée dabord A la dose de 1/10 de centimetre cube de dilution au 1/1.000 
préparée, extemporanément a partir de la solution mére 4 1/100, puis 1/10 
de centimétre cube de cette solution 4 1 p. 100 pour la plupart des sujets 
qui n’avaient pas réagi a la premiére incitation. 

Notre étude comparée a porté sur 350 sujets (non compris les I.D. effec- 
tuées antérieurement ou simultanément au cours des trois derniéres années 
uniquement avec les deux antigénes typho-paratyphoidiques et diphtériques, 
soit un total de 976 individus). Elles nous ont permis d’établir, en particu- 
lier, les variations avee l’Age, utiles A connaitre pour létude comparée 
entreprise,. ; 

Avec lantigéne typho-paratyphoidique, VI.D. était positive chez 6 p. 100 
des sujets de zéro 4 quinze ans, 23,6 p. 100 de quinze a vingt ans, 45,7 p. 100 
de vingt et un 4 vingt-neuf ans, 49,2 p. 100 de trente a trente-neuf, 57,1 p. 100 
de quarante 4 cinquante ans, 63,6 p. 100 de soixante-dix A quatre-vingts et 
enfin 61 p. 100 de quatre-vingts A quatre-vingt-dix ans. 

L’anatoxi-réaction diphtérique donnait 10,3 p. 100 résultats positifs de 
zéro & quinze ans, 17,6 p. 100 de quinze A vingt ans, 36,3 p. 100 de vingt et 
im 4 vingt-neuf, 38,4 p. 100 de trente a trente-neuf, 46,8 p. 100 de quarante 
& cinquante, 12,5 p. 100 de soixante-dix 4 quatre-vingts et 2,9 p. 100 de quatre- 
vingts & quatre-vingt-dix ans. 


En fonction de ces données, nous avons étudié le comportement des 
sujets atteints de diverses maladies aigués et ne réagissant pas a la 
tuberculine. Voici les quelques résultats obtenus : 


D..., abeés sous-phrénique, d’origine splénique, et Br..., atteint de pneumo- 
pathie aigué, toutes les réactions négatives au moment de la période aigué 
ou l'état fut trés grave, ont présenté lorsque leur état s’est amélioré simul 


(3) Lire désormais 1D: z 
(4) Pour le détail des techniques voir Thése de Nave. 
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tanément : une I.D. positive a la tuberculine et au T.A.B., puis pour Br... 
quelque temps aprés une I.D. également positive i lanatoxine diphtérique. 

_ Trois rougeoleux agés respectivement de trente-six, vingt et un et vingt- 
six ans, dont T1.D. tuberculinique était négative A la période aigué; l'un 
avait une I.D. au T.A.B. positive, le second T'I.D, A Vanatoxine diphtérique 
positive et le troisiéme tous les tests cutanés négatifs. Le sujet de trente- 
six ans suivi pendant cing mois, a plusieurs reprises, conservait exclusive- 
ment une I.D. positive au T.A.B. 

Au début dune scarlatine, sur 6 sujets, 4 avaient toutes leurs réactions 
négatives ; 2 avaient une I.D. au T.A.B. positive. Entre le vingtiéme et le 
trentiéme jour, VI.D. tuberculinique restait négative chez 4 sujets, mais pour 
2, il y avait une modification de la réaction au T.A.B., l'une dans le sens 
de positivité, Yautre de la négativité. Chez les deux’ malades dont I’l.D. 
tuberculinique avait viré au positif, cette I.D. était apparue seule pour lun, 
alors que pour lautre ele s'accompagnait d'une I.D. positive & la diphtérie. 


Si ces quelques faits (peu nombreux, car le nombre de sujets ne réa- 
gissant pas du tout a linjection intradermique de tuberculine au cours 
de maladies aigués est beaucoup moins important qu’on ne pouvait le 
penser d’aprés les statistiques établies sur la cuti-réaction), ne permet- 
tent pas de conclusions formelles en raison surtout de l’ignorance ot 
nous nous trouvions de ]’état des sujets antérieurement a leur maladie, 
en regard des diverses allergies, ils donnent quelques indications que 
lon peut résumer ainsi : 

Au cours de processus aigus, une intra-dermo-réaction au T.A.B. 
peut rester positive, alors que les I.D. tuberculinique et diphtérique sont 
négatives. 

Lorsqu’aprés ]’évolution aigué le tégument réagit 4 la tuberculine, il 
arrive que simultanément apparaisse une positivité de 1’I.D. au T.A.B. 
et plus rarement a l’anatoxine diphtérique. La réaction positive au 
T.A.B. peut d’ailleurs réapparaitre seule en l’absence de réponse posi- 
tive a la tuberculine. 

Ces constatations méritent d’étre rapprochées de celles faites chez les 
tuberculeux graves d’une part, et aussi au cours d’affections touchant 
électivement le tissu lymphoide et réticulo-endothélial. 


SUR LE DEGRE DE RESISTANCE DES SOUCHES 
DE BACILLES TUBERCULEUX 
ALA DESINTEGRATION PAR LES ULTRA-SONS 


par R. LAPORTE et J. LOISELEUR. 


On connait la résistance particuliére des bacilles tuberculeux aux 
agents de destruction de nature physique ou chimique. Il nous a donc 
paru intéressant d’étudier sur eux l’action des ultra-sons qui_consli- 
tuent un moyen puissant de désintégration artificielle des corps mi- 
crobiens. La destruction de cellules par les ultra-sons a été réalisée pour 
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la premiére fois par Wood et. Loomis en 1927 (1). Dans la suite, cette 
méthode a été plusieurs fois employée avec succés pour des micro- 
organismes divers, afin de libérer les substances antigéniques qu’ils 
renferment, et tout récemment-encore par Grabar et Rouyer ici-méme (2) 


Le générateur d’ultra-sons que nous avons utilisé a été construit 
dans l’atelier de 1’Institut Pasteur. Il est constitué (fig. 1) par un dis- 
que de quartz, de 58 mm. de diamétre et de 3,87 mm. d’épaisseur, qui 
sépare une cuve en deux compartiments ; la partie supérieure, remplie 
d’eau salée, est reliée A la terre. C’est 14 que l’on dispose l’ampoule 
contenant la suspension bacillaire. Pour assurer le refroidissement on 
fait circuler de l’eau dans la paroi de l’appareil. Le compartiment infé- 
rieur, rempli de pétrole, recoit 1’électrode active — (excitation par un 
champ de haute fréquence de 760 kilocycles sous 5.000 volts et 0,65 am- 
pére). 

Nous avons préparé des suspensions aussi homogénes que possible de 
bacilles tuberculeux dans l’eau distillée [10 mg. de culture par centi- 
métre cube (8)]. Les bacilles provenaient de voiles jeunes (dix 4 quinze 
jours) développés sur milieu liquide synthétique de Sauton. Pour étre 
soumises aux ultra-sons, des doses fixes de 4 cm* de suspension étaient 
réparties dans des ampoules de verre 4 fond plat de 21 mm. de diamétre 
et de 0,5 mm. d’épaisseur. Rappelons que la vitesse du son dans le verre 
étant de 4.000 m/sec., l’interposition de la paroi de verre de 1’ampoule 
ne peut entrainer qu’un effet négligeable sur la transmission des ondes 
ultra-sonores. 


Lorsqu’on observe sur des frottis colorés par le Ziehl-Neelsen 1’aspect 


des suspensions traitées par les ultra-sons, on voit qu’d cété de bacilles © 


morphologiquement intacts il existe des éléments entiérement désinté- 
erés qui se présentent sous la forme d’une matiére finement granuleuse 
colorée en bleu. On n’observe pas de formes de transition entre les ba- 
cilles intacts — acido-résistants — et le résidu granulaire auquel la dé- 
sintégration aboutit. 

L’expérience répétée sur plusieurs souches de bacilles tuberculeux 
montre que la sensibilité varie d’une souche a l’autre. Certaines souches 
se montrent trés résistantes telle la premiére que nous avons étudiée 
(bovine G 7), ce qui nous fit d’abord douter de l’efficacité de la techni- 
que pour les bacilles tuberculeux. Par contre, d’autres souches, tel le 
BCG, se révélérent extrémement sensibles. 

1° Nous avons établi pour trois souches, BCG, humaines M 6 et L A, 
!a courbe (voir ci-joint fig. 2) du processus de désintégration en fonction 
de la durée de traitement (4). 


(1) Woop et Loomis. Phil. Mag., 1927, 4, 417. 

(2) Grapar et Rouyrr. Ces Annales, 1945, 74, 154. 

(3) Ces suspensions ont été obtenues par broyage des cultures au mortier 
dagathe, émulsion dans l’eau et courte centrifugation qui fait disparaitre la 
plupart des amas microbiens. 

(4) A noter que ces mesures ne peuvent étre qu’approximatives, les sus- 
pensions bacillaires contenant malgré tout des amas microbiens qui rendent 
trés difficile l’évaluation exacte du nombre de bacilles. 
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Les courbes BCG et M 6 montrent une grande analogie dans 1’allure 
du processus de désintégration : le nombre de © bacilles désintégrés 
s’accroit d’abord proportionnellement au temps de traitement, puis 
l’action se ralentit, un traitement beaucoup plus long étant nécessaire 
pour vaincre la résistance des derniers éléments. Cela met en lumicre 
la sensibilité trés variable aux ultra-sons des individus contenus dans |, 
une méme population microbienne, nouvelle preuve de leur hétérogé- 
néité déja révélée par l’étude des variations de la. sensibilité des souches 
a l’autolyse et de leur aptitude a Ja dissociation. 

2° La courbe obtenue avec la souche LA apparait différente — on 
voit que la destruction’ d’abord trés lente jusque vers la fin de la pre- 
miére heure s’accroit brusquement pendant la deuxieme heure. I reste 
a présumer qu’un traitement prolongé au dela de deux heures ett per- 
mis de retrouver un nouvel infléchissement de la courbe traduisant 1’ex- 
tréme résistance de certains bacilles. En fait, la souche LA se comporte 
d’une maniére semblable 4 celle des deux autres souches, mais sa résis- 
tance générale est nettement plus accentuée. 

Nous avons étudié d’autres souches encore plus résistantes que la sou- 
che LA, telle une souche humaine récemment isolée d’un liquide 
céphalo-rachidien chez un enfant (Tech.) : aprés deux heures, 15 p. 100 
seulement du nombre des bacilles étaient détruits, tandis qu’un trai- 
tement de méme durée avait suffi pour désintégrer la totalité des bacilles 
dans le cas du BCG. 

Il est intéressant de rechercher si'la sensibilité variable des souches 
de bacilles tuberculeux aux ultra-sons se traduit sur le plan biologique 
par des propriétés également différentes. Pour le moment nous pou- 
vons seulement remarquer que les souches moins pathogénes, telles 
que le BCG et M6, semblent indiscutablement plus sensibles que les 
souches pleinement virulentes. Nos expériences sont aussi en faveur 
d’une relation entre la sensibilité des souches aux ultra-sons et leur 
aptitude a subir l’autolyse bactérienne, les souches les plus fragiles 
étant aussi les plus sujettes a la lyse (5). 


(Institut Pasteur, Laboratoire de Recherches sur la Tuberculose 
el Service de Chimie physique.) 


SUR LE MODE D’ACTION DES ULTRA- “SONS 
SUR LES MICROPES 


par J. LOISELEUR. © 


L’expérience met en évidence deux facteurs:dans l’action des ultra- 
sons sur les microbes : l’activation de l’oxygéne et l’intervention de la 
probabilité. ; ca 


(5) Si ces deux hypotheses se vérifiaient au cours de la poursuite de nos 
recherches, leur intérét serait d’expliquer, au moins partiellement, le. mé- 
canisme de l’action pathogéne des bacilles de la tuberculose. 
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Rappelons d’abord que le milieu soumis aux ultra-sons est constitué 
par un systéme de noeuds et de ventres ot: les microbes sont ballottés en 
déplacement constant. Avec l’appareil que nous: utilisons (épaisseur du 
quartz — 3,87 mm. excité par 760 Kceycles, longueur d’onde dans l’eau 
} = 1,19 mm.), la propagation de l’onde entraine une succession tres 
rapide — 760.000 par seconde — de pressions et de tractions sur des ni- 
veaux distants de } = 0,95 mm. : d’ot' un gradient de pression qui 
contribue a la dislocation du microbe. L’écart des pressions est de l’ordre 
de quelques dizaines de kilos — 20 4 30 — entre chaque tranche : pour 
un microbe d’une longueur de 3 Us» orienté parallélement A la propa- 
gation de l’onde, l’ordre de grandeur de l’effet de cisaillement est com- 
pris entre 60 et 95 g. 


I. — Or cet effet de cisaillement est insuffisant pour entratner a lui 
seul la dislocation du microbe : un autre faclteur indispensable est 1’in- 
tervention des gaz dissous a l'état libre dans le microbe. Cette inter- 
vention est mise en évidence d’une facon trés simple, due 4 Biancani et 
Dognon (1) : il suffit d’opérer en présence d’une pression de quelques 
décimétres de mercure pour empécher la cavitation (c’est-d-dire le ras- 
semblement des gaz dissous en fines bullettes se dégageant a 1’état libre) 
et faire disparaitre en méme temps tout ]’effet biologique. 

On peut expliquer ce fait en rappelant : 1° que les ultra-sons activent 
lVoxygéne dissous dans le milieu (2) ; 2° que cet oxygéne activé oxyde 
les accepteurs qu’il rencontre. Si l’on opére avec de l’eau pure, 1’oxy- 
géne ne trouve comme accepteurs que des ions H+, et il se forme de l’eau 
oxygénée. Dans la cellule microbienne, de nombreux constituants sont 
susceptibles de jouer le réle d’accepteurs et de subir ainsi une lésion 
élémentaire. 

La succession des faits peut étre schématisée de la facon suivante : 

a) rassemblement de |’oxygéne dissous dans des microbulles élémen- 
taires et cavitation ; 

b) dislocation de la bulle et activation d’un certain nombre d’atomes 
d’oxygéne par |’onde de choc ultra-sonore; 

c) oxydation immédiate du microbe par l’oxygéne ainsi activé, le 
résultat de cette oxydation étant de créer des points de moindre résis- 
tance, mis en évidence par l’effet de cisaillement. 


Il. — D’autre part, quand on soumet une suspension microbienne 
& des.doses croissantes d’ultra-sons, on constate que la désintégration 
se répartit sur une courbe en S. La coexistence 4 un instant donné de 
microbes intacts et de microbes désintégrés (ceux-ci en nombre d’au- 
tant plus grand que 1l’énergie dissipée, c’est-a-dire la « dose », est plus 
grande) montre qu’il s’agit ici d’effets élémentaires, localisés, qui se 
produisent avec une certaine « probabilité » fonction de la dose, L’action 
des ultra-sons se rapproche ainsi de l’action des radiations ionisantes 
et, d’aprés les théories admises pour ces derniéres, on peut interpréter 
la courbe en S par le fait que plusieurs de ces effets élémentaires sont 


(1) E. et H. Biancanr et A. Doenon, J. Physiol. et Path. gén., 1934, 32, 1083. 
(2) J. Lorsereur, C. R. Acad. Sci., 1944, Séance du 30 mai. 
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nécessaires pour entrainer la destruction du microbe. Par exemple, la 
courbe que nous avons obtenue avec R. Laporte pour le BCG ressemble 
4 celle de R. Latarjet (3) pour les bactéries irradiées par les U.V. : dans 
les deux cas, l’action se traduit par une courbe en § dont le début et la 
fin sont accentués par les variations individuelles. 

On peut faire ainsi un certain rapprochement entre les modes d’ac- 
tion des radiations ionisantes et des ultra-sons puisque, dans les deux 
cas, on trouve A Vorigine de l’effet biologique 1l’activation de l’oxy- 
gene (4). Avec les rayons ionisants, la lésion reste latente et ne peut 
étre mise en évidence que par l’observation biologique, tandis qu’ici 
l’effet de l’oxydation se manifeste immédiatement grace aux propriétés 
mécaniques des ultra-sons. 


(Institut Pasteur, Service de Chimie physique.) 


P. Grabar : I] me semble que J’interprétation de l’action désintégrante des 
ultra-sons sur les bactéries proposée par M. Loiseleur (activation de 
loxygéne) n’est pas la seule qui cadrerait avec les résultats expérimentaux 
déja obtenus. On pourrait les expliquer également par un effet mécanique de 
la cavitation, cette derniére étant plus marquée a la surface des corps 
microbiens, d’ou arrachement de particules. Nous avons observé avec 
M. Rouyer (V. notre communication ici méme du mois de mai) sur des 
frottis de levures ultra-sonnées des images qui correspondent a des « coques 
vides » ; on a limpression que c’est la paroi de la cellule qui a été trouée. 
Une expérience pourrait, & mon avis, trancher la question : il suffirait de 
faire subir 4 une suspension bactérienne préalablement désoxygénée d’une 
maniére aussi compléte que possible (éventuellement par l'emploi de réduc- 
teurs), laction des ultra-sons dans une atmosphére de gaz inerte a la pres- 
sion atmosphérique. Si dans ce cas on observe encore une désintégration, 
cest que loxygene n’est pas le facteur essentiel dans l’action des ultra-sons 
sur les bactéries. 


LE FACTEUR SURRENAL DANS LA TUBERCULOSE 
DIASTASES TISSULAIRES DE SURRENALES 
ET ACIDE ASCORB'IQUE 
DANS LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE DU COBAYE 


par F. MAIGNON. 


Des faits nombreux montrent que les glandes surrénales jouent un 
role important dans 1’évolution de la tuberculose. 


L’hypertrophie considérable des surrénales dans la tuberculose expé- 


(3) R. Lararier, Ces Annales, 1943, 69, 205. 
(4) J. Lotsrrecn et Latarser, Bull. Soe. Chim. Biol., 1942 2a eT 2s 
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rimentale du cobaye prouve gue ces organes réagissent d’une facon 
intense dans l’infection tuberculeuse. . 

La surrénalectomie double chez le rat, animal réfractaire i la tubercu- 
lose, 4 l’anaphylaxie et peu sensible A l’histamine, rend les 10 p. 100 
survivants sensibles 4 la tuberculose (1), A l’anaphylaxie et plus sensibles 
a Vhistamine. La plus grande sensibilité 4 l’anaphylaxie et 4 Vhista- 
mine s’explique par l’antagonisme entre l’histamine (parasympathomi- 
métique) et l’adrénaline (sympathomimétique). 


Enfin, Vopothérapie surrénalienne apporte encore des résultats d’une 
irés grande importance. 
Pottenger en 1937 (2) administre A des cobayes tuberculisés, soit des 
glandes surrénales entiéres crues, soit des extraits de cortico-surrénale 
obtenus par la méthode de Swingle et Pfiffner (cortine). Les auteurs ont 
obtenu, chez les traités, une prolongation de la survie avec diminution 
de l’importance des lésions. . 
En 1941, Mollard, Maschas et Duret (8) ont présenté A la Société 
d’Etudes Scientifiques de la Tuberculose les résultats de leur expérimen- 
tation dans la tuberculose humaine. Is sont partis de ce fait que la 
maladie d’Addison et la surrénalite de Sergent sont rares, sinon excep- 
tionnelles, chez les tuberculeux du poumon. Ils pensent avec Ser- 
gent (4) et Mignot (5) qu’une défaillance surrénale torpide accompagne 
souvent et favorise les formes évolutives de la tuberculose pulmonaire. 
Les auteurs ont injecté de la cortine 4 17 tuberculeux. Les effets 
furent nuls sur 5 malades 4 tuberculose évolutive. Ils en concluent qu’il 
existe des tuberculeux évolutifs qui ne sont pas des insuffisants 
surrénaux. 

-Un deuxiéme groupe était constitué par 3 malades fibreux anciens 
qui présentaient depuis quelque temps de la fiévre, de 1l’amaigrisse- 
ment, des sueurs, de la diarrhée, autrement dit des symptémes toxi- 
ques. Les injections de cortine firent rapidement disparaitre ]’ensemble 
de ces troubles. 

Enfin, sur un troisitme groupe de 5 malades existaient des signes 
toxiques ; asthénie musculaire, hypotension, fatigabilité extréme coin- 
cidant avec l’éclosion de poussées et de foyers pulmonaires. Chez ces 
malades, les injections de cortine atténuérent les symptémes toxiques 
et amenérent la disparition des poussées pulmonaires. 

Administration de diastases tissulaires de surrénales dans la tubercu- 
lose expérimentale du cobaye. — Dans nos recherches, nous avons 
administré par la bouche, 4 des cobayes tuberculisés, des diastases tis- 
sulaires de surrénales incorporées 4 du lactose, le tout humecté pour 
éviter la pénétration de poussiéres de lactose dans les voies respiratoires 


(1) M. M. Srermsacu, Proc. Soc. Exp. Biol. a, Med., 1923, 27, 142. 

(2) E. M., G. R. et Y. E. Portencer, Endocrinology, 1937, 24, 129. 

(3) H. Motrarp, H. Mascuas et M. Duret, Rev. Tub., 1941, 6, 559. 

(4) E. Sercent, Etudes eliniques sur Tinsuffisance surrénale. Maloine, 
édit, Paris 1920. : 

(5) E. Sercent et R. Mrenor, Annales de Thér. biol., 15 juillet 1933. 
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‘(1 mg. de diastases de surrénales, par jour, dans une pelletée a sel de 
lactose). 

Nous avons montré dans des. travaux antérieurs (6) que ces diastases, 
qui président aux actes chimiques de la nutrition rétablissent l’activité 
fonctionnelle chez les sujets atteints d’insuffisance d’organes (rein, 
foie, etc...) par rétablissement de l’activité nutritive. 

Une premiére expérience fut réalisée en hiver 1933. 8 cobayes fu- 
rent inoculés & la face interne de la cuisse avec 1/25 de milligramme de 
bacilles bovins, souche Vallée. 4 servirent de témoins et les 4 autres 
recurent des diastases tissulaires de surrénales. Le traitement commenga 
immédiatement. Cette expérience, faite au gros de l’hiver (décembre, 
janvier, février), les animaux recevant comme nourriture de l’avoine, 
des farines et des betteraves, c’est-a-dire un régime pauyre en vita- 
mine C, donna des résultats nettement favorables au traitement. La 
survie moyenne des témoins fut de cinquante et un jours et la perte de 
poids moyenne par rapport au poids maximum, de 40 p. 100, tandis 
que pour les traités la survie moyenne fut de cent cing jours avec une 
perte de poids moyenne de 25 p. 100-seulement. Les lésions des témoins 
furent trés faibles, alors que celles des traités, dont la survie avait été 
2 fois plus longue, étaient d’intensité moyenne. 

Une deuxiéme expérience, commencée le 23 mars 1934, couvrit avril 
mai et juin. Les animaux eurent du vert pendant les deux derniers tiers 
de lV’expérience. Ils ne furent donc pas soumis, comme les précédents, a 
un régime carencé en vitamine C. Le traitement commenca au bout de 
sept jours. L’inoculation fut de 1/30 de milligramme de bacilles bovins, 
souche Vallée. La différence a l’avantage des traités fut trés faible ; sur- 
vie moyenne des témoins quatre-vingts jours, avec une perte de poids 
moyenne de 35 p. 100, et pour les traités, survie moyenne de quatre- 
vingt-dix jours avec une perte de poids moyenne de 39 p. 100. Pas de 
différences ¢ssentielles en ce qui concerne les lésions qui étaient 
moyennes ou fortes dans les 2 cas. 

Une troisiéme expérience commencée le 18 mai 1934 (1/100 me. 
souche bovine Vallée) couvrit juin, juillet, aotit, c’est- a-dire le plein été 
avec une ration de vert abondante, riche en vitamine C. Le traitement 
ne commenga qu’au bout de trente-six jours. Dans cette expérience, pas 
de différence appréciable entre les témoins et les traités. Survie 
moyenne des témoins, cent sept jours, des traités cent neuf jours, perte 
de poids moyenne a la mort : 28 p. 100 pour les témoins, 21 p. 100 pour 
les traités. Pas davantage de. différence en ce qui concerne les lésions 
qui étaient fortes chez les témoins et les traités. 

Dans l’expérience d’hiver, dans laquelle les animaux recevaient une 
alimentation trés pauvre en vilamine CG, la survie des témoins (cin- 
quante et un jours) a été moitié moindre qu’en été (cent neuf jours). 
Les animaux sont morts d’amaigrissement rapide (perte de poids 
46 p. 100) avec des lésions trés légéres. I's ‘agit donc d’une forme toxi- 
que. Les traités ont eu, comme survie et perte de poids (cent cing jours 


(6) F’. Marenon, C. A. Acad. Sci., 1922, 174, 566 et 698 ; C. R. Soe. Biol., 1922, 
86, 441 et, 44. — I. Matcnon et Y. Nouvet, C. R. Soe. Biol., 1932, 409, 356. — 
I’. Marenon, Y. Nouver et D. Croizt, Bull. Soc, Thérap., 1932, 37, 139. 
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et 25 p. 100), sensiblement les chiffres des témoins de l’expérience d’été 
(cent sept jours et 28 p. 100) dont l’alimentation était riche en vita- 
mine C. Le rétablissement de l’activité fonctionnelle des surrénales, en 
hiver, par l’adminisration de diastases tissulaires, semble donc avoir eu 
pour conséquence, une augmentation de la production d’acide ascorbi- 
que de la part de ces organes. Les surrénales mettent en réserve l’acide 
ascorbique alimentaire et sont aussi capables d’en élaborer. Cette élabo- 
ration trés variable, suivant les espdces animales, est trés faible chez le 
cobaye. Les résultats de cette expérience semblent montrer la possibilité, 
chez le cobaye tuberculeux, carencé en vitamine C, d’une augmentation 
de cette élaboration par l’administration de diastases tissulaires de sur- 
rénales. 

J. Bretey (7) a montré d’ailleurs, linfluence aggravante, dans la tu- 
berculose expérimentale du cobaye, de la carence en vitamine C, in- 
fluence en grande partie neutralisée par l’administration d’acide ascor- 
bique. 

Effet de Vadministration d’acide ascorbique sur la courbe de poids 
des cobayes tuberculisés. — 4 cobayes inoculés le 5 juin 1948 avec 1/100 
de milligramme de bacilles humains trés virulents, ont recu tous les 
jours, a partir de cette date, 1 cg. d’acide ascorbique administré par la 
bouche. 

Or, contrairement 4 ce que l’on sait et & ce que nous avons observé 
au cours de 25 expériences effectuées entre 1927 et 1939, tous ces cobayes 
tuberculisés qui recevaient de l’acide ascorbique, au lieu de continuer a 
prendre du poids pendant le premier mois seulement pour en perdre 
ensuite jusqu’a la mort, ont pris du poids pendant quatre mois, en 
juin, juillet, aoit, septembre, pour se maintenir sensiblement en octo- 
bre, ayant atteint leur poids d’adulte. A cette époque, ils furent sacri- 
fiés et l’autopsie révéla des lésions plutdét légéres. 

Le fait, pour l’organisme tuberculisé du cobaye, de recevoir en sura- 
bondance de la vitamine C sous forme d’acide ascorbique, a donc eu 
pour résultat de lui permettre de lutter efficacement contre l’amaigris- 
sement tuberculeux, tout en laissant les lésions évoluer dans une cer- 
taine mesure. 

Il semble donc résulter de l’ensemble de ces faits, que le facteur sur- 
rénal, dans la tuberculose, doit son influence 4 la fois 4 la sécrétion de 
cortine et a l’élaboration d’acide ascorbique. 


Les Communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de Institut Pasteur : 


Recherches sur le chimiotactisme leucocytaire. Le pouvoir 
chimiotactique de certains constituants du bacille tubercu- 
leux par A. Devaunay, R. Venprery, Y. Lenoutr et J. Packs. 


(7) J. Brerey, C. R. Acad. Sci., 9 décembre 1940. 
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Action comparée de la chaleur et de l’irradiation alpha sur le 
pouvoir antigénique et les propriétés du bacille typhique, 
par H.-R.-Ourvier et P. Bonet-Maury. 


\ 
Nature du rayonnement lumineux qui supprime la mobilité 
des micro-organismes doués de fluorescence secondaire en 
présence de thioflavine, par J.-C. Levaprr1 et R.-O. Prupnommr, 
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EXTRAIT DES STATUTS : : oh 

Article premier. — Lassociation dite Association des Microbiologistes han ae 

. de Langue Frangaise, fondée en 1937 A Paris, a pour but-de grouper les a RNS iene 


' Microbiologistes de langue francaise et de créer entre eux un lien. Elle ~ ay 
a son siége a Paris. : ; aes 

Elle se compose de membres nationaux et de membres étrangers de 
_ toutes langues. a 
La langue frangaise est la langue officielle des Congras de 1’Association. 
Art. 2. — Elle est instituée uniquement pour 1’étude et la discussion 
-€n commun de toutes les branches de la Science microbiologique. 


ay 
a 


_ Art. 3. — Peut faire partie de 1]’Association toute personne remplissant. 
une fonction scientifique dans un laboratoire de Microbiologie (Microbio- 
_logie, Pathologie infectieuse, Immunologie, Chimiothérapie, Cancérologie), 
_©u ayant publié des travaux de Microbiologie. 


Ce ee ere a | 


Art. 9. — Les auteurs des communications et démonstrations devront . . eae 
étre membres de |’Association.. Les étrangers A 1’Association ne seront ify 
_acceptés comme auteurs que s’ils ont pour co-signataires un membre de _, Pee ei ete 


 FAssociation, ou s’ils ont été invités par le Bureau a faire une communi- ae 
cation, ou si un membre de |’Association ayant assisté6 aux recherches arin ana he 
_rapportées se charge de discuter le travail en séance. 5 


_ Les membres frangais de |’Association constituent ipso facto et de pity Pt ia ian 
plein droit, la SECTION FRANC(AISE de l’ASSOCIATION INTER- iS tt 
- NATIONALE DE ‘MICROBIOLOGIE. ; he 
__En dehors des Congrés, dont la périodicité et la date sont fixées 
par l’Assemblée Générale sur la proposition du Bureau, |’Associa- tes 
tion se réunit en séances consacrées A des communications ‘scien- « | 
-tifiques, le premier jeudi de chaque mois (aodt et septembre exceptés), 

a 16 heures. Les séances ont lieu au Grand Amphithéatre de 1’ Institut 

Pasteur ; elles sont publiques. * et me 
Les membres, désirant présenter des communications sont prids 

d’en aviser le Secrétaire général, et de lui en communiquer le titre, oe 
“pour permettre |’établissement de l’ordre du jour de la réunion. , 

Le texte des. communications doit étre remis a la séance, établi 
‘ne varietur, en exemplaire dactylographié original. La bibliographie 
des auteurs cités sera établie, conformément aux régles admises par 
‘V’Association Internationale de Microbiologie, dans Vordre suivant : 


q 


nom de |’auteur, titre du périodique (en abrégé et en italiques), 
année de publication, tome (en chiffres arabes gras), page. Les 
signes t., p., etc., sont supprimés. Les. abréviations ee noms ‘de 
périodiques courants figurent sur une liste qui sera adressée aux 
auteurs sur leur demande. Les, figures illustrant le texte doivent étre— 
remises avec leurs clichés typographiques, sinon il pourra en résulter. 
des délais de publication. La Rédaction se charge, le cas échéant, | 
de faire faire tous les dessins, graphiques, tracés, et de faire clicher, | 
aux frais des auteurs, tous les documents qui. lui seront adressés a 
temps, soit huit jours au moins avant la séance, pour parution dans 
_le numéro ‘suivant des Annales de l'Institut Pasteur. 
ee En. raison des restrictions apportées aux publications par les 
circonstances actuelles, le texte de chaque communication ne pourra 
occuper plus de deux pages de emplacement réservé dans les © 
Annales de I’ Institut Pasteur, soit environ 1.200: mots. Les références — 
bibliographiques ‘et les clichés, s’il y en a, seront compris dans cet 
espace. Toute communication dépassant ce maximum sera retournée 
A son auteur, ou devra avoir été préalablement acceptée par la 
Rédaction des Annales de l'Institut Rasteur, pour y paraitre en 
Mémoire. 
Le Secréaire général : P. LEPINE. 


Séance du 1° juin 1944. 
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SOMMAIRE 2 

pages. 
Intradermo- réactions et allergies comparées a a la tuberculine et aux antigénes 
typho-paratyphoidiques et diphtériques au cours a état eee par 


R. Sonier; J:(Cappevinie et NAVE. Po No. 25 ott) aces eee 373: 
Sur le degré de résistance des souches de bacilles tuberealeux & E Ta désinté- 

gration par les ultra-sons, par R. Larorrniet J. Loiseneur. ... .. .. 318 
Sur le mode d’action des ultra-sons sur les microbes, par J. Loiseteun. . . . 878 


Le facteur surrénal dans la tuberculose. Diastases tissulain es de surrénales et 
acide ascorbique dans la tuberculose expérimentale du_cobaye, par ! 
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